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RESUMO 
 
Objetivo: Investigar os efeitos do paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica (LDE-PTX) no 
processo cicatricial pós-operatório em coelhos submetidos à trabeculectomia. 
Métodos: Trinta e quatro coelhos da raça Nova Zelândia foram submetidos à trabeculectomia 
e alocados em quatro grupos: LDE-PTX/SC (n=9), tratados com LDE-PTX (1,5 mg, com 
injeção subconjuntival intraoperatória); LDE-PTX/EV, tratados com LDE-PTX (4mg/kg/dia, 
via endovenosa) ao final da cirurgia e com mais 3 aplicações semanais; MIT (n=9), tratados 
com mitomicina-C (0,4 mg/ml) durante 3 minutos, intraoperatoriamente; e grupo controle 
(CTL, n=7), sem tratamento adjuvante. As características da bolha filtrante e a pressão 
intraocular foram avaliadas durante 4 semanas. Os animais foram sacrificados no dia 28.  
Análises histopatológicas foram realizadas para avaliar a quantidade de fibrose e a toxicidade 
à conjuntiva e ao corpo ciliar. 
Resultados: 
Os grupos demonstraram resultados semelhantes relativamente a pressão intraocular e a 
profundidade da câmara anterior durante o período de observação de 28 dias. Os grupos LDE-
PTX/SC, LDE-PTX/EV e MIT demonstraram maior altura da bolha filtrante que no grupo 
controle nos dias 14 e 21 (p<0,01). Os grupos LDE-PTX/SC, LDE-PRX/EV e MIT foram 
igualmente efetivos na redução da fibrose (p<0,01), número de vasos sanguíneos (p<0,01), e 
células inflamatórias crônicas (p<0,01) no sítio cirúrgico. Entretanto, os grupos LDE-PTX/SC 
e LDE-PTX/EV demonstraram menor toxicidade conjuntival (p<0,001) e menor toxicidade ao 
corpo ciliar (p<0,01), quando comparados ao MIT. 
Conclusões: Os grupos tratados LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV foram efetivos na redução do 
processo cicatricial após a realização da trabeculectomia similares ao grupo MIT, mas com 
toxicidade consideravelmente menor à conjuntiva e ao corpo ciliar. A nova preparação (LDE-
PTX), por ambas as vias de administração, poderá oferecer opções promissoras para a 
modulação do processo cicatricial no tratamento cirúrgico do glaucoma. 
 
Descritores: Fibrose/prevenção e controle. Cicatrização/Efeitos de drogas. Trabeculectomia. 
Portadores de fármacos. Nanopartículas/uso terapêutico. Paclitaxel. Coelhos. 
 
ABSTRACT 
 
Purpose: To investigate the effects of paclitaxel associated to lipid nanoemulsions (LDE-PTX) 
upon postoperative scarring in rabbits undergoing trabeculectomy. 
Methods: Thirty-four New Zealand rabbits that underwent trabeculectomy were allocated to 4 
groups: LDE-PTX/SC (n=9), treated with LDE-PTX (1.5 mg, intraoperative subconjunctival 
injection); LDE-PTX/EV (n=9), treated with LDE-PTX (4mg/kg/day intravenously) at the end 
of the surgery and once/week for 3 weeks; MIT (n=9), treated with intraoperative 0.4 mg/mL 
mitomycin-C for 3 minutes; and control group (CTL, n=7), without treatment. Bleb 
characteristics and intraocular pressure were evaluated over 4 weeks. Animals were sacrificed 
on day 28. Histologic analyses were performed to assess the amount of scarring and toxicity to 
the conjunctiva and ciliary body. 
Results: Groups were similar with respect to intraocular pressure and anterior chamber depth 
during the 28-day observation period. LDE-PTX/SC, LDE-PTX/EV and MIT groups showed 
greater bleb height than CTL on days 14 and 21 (p<0.001). LDE-PTX/SC, LDE-PTX/EV and 
MIT showed longer bleb survival time than CTL (p<0.001). LDE-PTX/SC, LDE-PTX/EV and 
MIT were equally effective in reducing fibrosis (p<0.001), number of blood vessels (p<0.001) 
and chronic inflammatory cells (p<0.01) at the surgical site. However, LDE-PTX/SC and LDE-
PTX/EV treatments had lower conjunctival (p<0.001) and ciliary body toxicity (p<0.01), 
compared to MIT. 
Conclusions: LDE-PTX/SC and LDE-PTX/EV groups were effective in reducing the scarring 
process following trabeculectomy similar to MIT group, but with considerably less toxicity to 
the conjunctiva and ciliary body. The novel preparation in both administration routes may offer 
promising options for wound healing modulation in the surgical treatment of glaucoma. 
 
 
 
Key words:  Fibrosis/Prevention & Control. Wound healing/Drug Effects. Trabeculectomy. 
Drug carriers. Nanoparticles/therapeutic use. Paclitaxel. Rabbits. 
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1.  INTRODUÇÃO 
 
 
1.1. A trabeculectomia no tratamento cirúrgico do glaucoma 
A trabeculectomia é a cirurgia filtrante mais utilizada no mundo atualmente 
para a redução da pressão intraocular em pacientes com glaucoma, não controlados com 
medicação ou laser1-4. Na trabeculectomia, uma fístula entre a câmara anterior e o espaço 
subconjuntival é criada para permitir a saída do humor aquoso e, consequentemente, 
reduzir a pressão intraocular (PIO). Este procedimento, originalmente descrito por 
Cairns5 em 1968, foi continuamente modificado, à medida que os fios de sutura e a 
instrumentação melhoraram nas últimas décadas. A trabeculectomia é considerada o 
padrão-ouro nas cirurgias de glaucoma, devido à sua eficácia, ao risco relativamente 
baixo e ao fato de ser tecnicamente reprodutível6.  
As indicações para a trabeculectomia devem ser individualizadas, e 
dependem do estágio do glaucoma, da aderência do paciente ao tratamento, dos níveis de 
PIO e das evidências de progressão7,8.  
A definição de sucesso nas cirurgias para glaucoma geralmente inclui PIO < 
21 mmHg associada a queda de 30% na PIO com ou sem medicações adicionais após o 
procedimento cirúrgico9. Nos glaucomas primários de ângulo aberto e de ângulo fechado, 
a literatura revela sucesso de aproximadamente 80% após 1 a 2 anos, com resultados 
superiores quando associado ao uso de antimetabólitos10-18.  
O maior desafio atualmente existente é preservar a patência da fístula criada 
pela trabeculectomia a longo prazo, já que o processo cicatricial progressivo compromete 
a duração do efeito terapêutico almejado13. Uma vez falida a cirurgia por fibrose 
excessiva, as reoperações adquirem um pior prognóstico, devido à resposta cicatricial 
mais robusta nas cirurgias subsequentes19,20. 
Por décadas tem-se tentado solucionar este paradoxo com agentes capazes de 
modular a resposta cicatricial após a trabeculectomia. Antifibróticos, como a Mitomicina-
C (MMC) e o 5-fluorouracil (5-FU) têm sido os mais estudados e utilizados21. Logo após 
o trauma cirúrgico inicial, na trabeculectomia, uma sequencial cascata de eventos se 
inicia22. 
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1.2. A cascata de cicatrização pós-trabeculectomia 
A cascata da cicatrização após a cirurgia de trabeculectomia é composta por 
quatro fases: a hemostasia, a fase inflamatória, a fase proliferativa e a fase de 
remodelação23,24 (Figura 1). 
Durante a trabeculectomia, diferentes tecidos e estruturas sofrem o trauma 
cirúrgico, incluindo a conjuntiva, a córnea, a episclera, a esclera, a íris e a malha 
trabecular. Os vasos lesados permitem a saída de células sanguíneas, plaquetas e proteínas 
plasmáticas, incluindo fibrina, fibronectina e plasminogênio, dando início à fase de 
hemostasia. Hormônios locais como histamina, serotonina, prostaglandinas e 
leucotrienos também são liberados precocemente no novo sítio de filtração. Estes fatores 
podem modificar a permeabilidade vascular, assim como aumentar e regular a resposta 
inflamatória, tendo ainda um impacto na atividade fibroblástica em fases mais tardias da 
cicatrização25. Uma vez que a camada endotelial é atingida, o colágeno subendotelial e o 
fator de von Willebrand são expostos às plaquetas circulantes e fatores de coagulação. As 
plaquetas imediatamente começam a agregar-se no sítio da injúria cirúrgica por meio dos 
receptores de glicoproteína Ia/IIa. Uma vez ativadas, as plaquetas desempenham um papel 
crucial em fases mais tardias da cicatrização através da liberação de vários fatores 
bioquímicos e de crescimento, incluindo serotonina, tromboxane A2, trombina e fator 
ativador de plaquetas que, coletivamente, servem para perpetuar o processo de 
coagulação23. Vários fatores de crescimento também são liberados pelas plaquetas 
ativadas, desempenhando um papel importante na futura deposição de colágeno e 
angiogênese, incluindo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de 
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de tecido conectivo 
(CTGF), fator de crescimento insulina-símile (IGF-1)26. Citoquinas e quimiocinas 
também são liberadas e atuam como potentes quimioatrativos inflamatórios, entre eles o 
fator de crescimento transformador (TGF-β1 e β2), interleucina-1 (IL-1, IL-8), proteína 
inflamatória de macrófagos (MIP-1α e 2), entre outros27. O mais abundante desses fatores 
é o fator plaquetário 4, que não somente age como uma proteína quimiotática para 
monócitos e neutrófilos, mas também como regulador da atividade imunológica27. 
Simultaneamente, fatores de coagulação tornam-se ativados e progridem em uma 
complexa cascata que culmina na trombina atuando na conversão do fibrinogênio em 
fibrina. Esta matriz de fibrina é posteriormente consolidada através de polimerizações e 
plugs plaquetários para chegar-se à hemostasia, que progressivamente estabiliza o 
coágulo28. 
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A fase inflamatória anuncia-se com a chegada dos monócitos e neutrófilos, 
que precocemente migram para os sítios de injúria tecidual pelas múltiplas citoquinas que 
os recrutam. Os neutrófilos chegam após minutos da injúria ter ocorrido, tendo um pico 
de migração 48 horas após. Uma vez nos tecidos lesados, eles liberam enzimas 
proteolíticas como elastase e colagenase para fagocitar bactérias e debris extracelulares. 
Monócitos circulantes e locais se diferenciam em macrófagos teciduais aumentando seu 
tamanho por ação da citoquina TGF-β. Os macrófagos ativados contribuem para o 
debridamento tecidual e fagocitose, mas também protagonizam e regulam o processo 
cicatricial. Isto é possível graças à liberação de uma variedade de citoquinas e fatores de 
crescimento, assim como pela interação com outros linfócitos e fibroblastos. Fatores de 
crescimento provenientes dos macrófagos teciduais incluem PDGF, TGF-β, fator de 
crescimento epidérmico (EGF), e fator de crescimento fibroblástico (FGF). Os 
macrófagos também são necessários para adequada ativação e manutenção dos 
fibroblastos22,29,30. Em feridas depletadas em macrófagos, existe uma persistência de 
debris, decréscimo na quantidade de fatores de crescimento e retardamento na produção 
e maturação do tecido de granulação31.Os linfócitos-T também são um outro componente 
inflamatório essencial.  Estes chegam ao sítio de lesão tecidual por volta do quinto dia e 
exercem duas funções: no período inflamatório inicial, estimulam os fibroblastos, 
macrófagos e o funcionamento das células endoteliais, enquanto fazem a regulação 
inibitória desta atividade celular em fases tardias. As citoquinas liberadas pelos linfócitos-
T são o interferon-γ, PDGF, TGF-β e IL422,29,30. 
A fase proliferativa é a que se segue. O sítio de proliferação mais superficial 
no processo de cicatrização corresponde à formação de epitélio nas bordas da peritomia. 
Nesta localização superficial, a modulação ou interferência no processo cicatricial normal 
não é desejável, já que se a conjuntiva não se cicatrizar nesta área poderá provocar o 
vazamento de humor aquoso e permitir uma comunicação com a câmara anterior, 
favorecendo infecções. Independentemente de a incisão ser base-fórnix ou base-límbica, 
a proliferação celular epitelial começa nos bordos da ferida horas após a injúria tecidual23. 
As células epiteliais conjuntivais sofrem modificações, incluindo perda das junções de 
hemidesmossomas, alterações na expressão de integrina e acúmulo de filamentos 
intracelulares de actina de músculo liso alfa (α-SMA), tornando estes mais contráteis. 
Após 24-48 horas, a proliferação celular epitelial começa, permitindo assim a 
reaproximação dos bordos da ferida29. 
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Abaixo do epitélio, o tecido de granulação começa a se formar. Esta nova 
matriz tecidual é gerada pela combinação da angiogênese e fibroplasia. As células mais 
implicadas neste processo são os fibroblastos, que chegam ao sítio da injúria tecidual 
dentro das primeiras 24 horas. Os fibroblastos sintetizam colágeno, elastina, 
glicosaminoglicanas e fibronectina para criar a matriz extracelular (MEC), composta por 
tecido conjuntivo frouxo. A PDGF e a TGF-β são as duas citoquinas pró-fibrogênicas 
responsáveis pelo recrutamento e ativação dos fibroblastos27. A PDGF, liberada 
principalmente por macrófagos e plaquetas, estimula os fibroblastos e as células 
inflamatórias a liberar TGF-β. A ação autócrina do TGF-β então estimula outros 
fibroblastos a aumentar a produção de colágeno23. Os fibroblastos também se diferenciam 
em células mais contráteis chamadas miofibroblastos, que nada mais são do que células 
ativadas caracterizadas pela presença de feixes de microfilamentos intracelulares de α-
SMA, similares às células de músculo liso32. Os miofibroblastos expressam receptores 
nucleares do fator ativador plaquetário (PAF) e os receptores do fator de necrose tumoral-
β (TNF- β); PAF e TNF- β causam uma apoptose tempo-dependente dos 
miofibroblastos33. Os miofibroblastos facilitam a contração da ferida e seu fechamento, 
assim como contribuem para a produção da MEC. O tecido cicatricial recente, imaturo, é 
posteriormente remodelado por meio da liberação de metaloproteinases matriciais 
(MMPs) derivadas dos fibroblastos e macrófagos, que ajudam a degradar a MEC, criando 
uma via para os fibroblastos migrarem através do tampão de fibrina e o tecido de 
granulação neoformado. A MEC também serve para regular a função fibroblástica, no 
decorrer de sua migração através do tecido neoformado22,24,29. 
Logo após a formação da cicatriz, a angiogênese começa. Fatores pró-
angiogênicos incluindo VEGF e fator de crescimento de fibroblastos básico (bFGF) são 
secretados pelos macrófagos e plaquetas para iniciar este processo26. A formação de ácido 
láctico e a baixa tensão de oxigênio no sítio da ferida também estimulam à formação de 
novos vasos. As células endoteliais vasculares proliferam e formam brotos de capilares 
imaturos, que eventualmente tornam-se redes capilares para formar leitos vasculares 
maduros. A combinação de tecido conectivo neoformado e vasos sanguíneos constituem 
o tecido de granulação recente28,29. 
A fase de remodelação é a última do processo cicatricial, promovendo a 
maturação e remodelação do tecido fibrovascular imaturo. Ativadores de plasminogênio 
(PAc) e MMPs mediam a degradação da MEC através da remoção do hialuronato de 
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fibronectina23. Já foram identificadas vinte diferentes MMPs, cada uma com afinidades 
de proteínas ligantes específicas à cada matriz, promovendo interações com os inibidores 
teciduais que bloquearão a atividade da MMP23. Vários tipos de células inflamatórias, 
incluindo fibroblastos, macrófagos e neutrófilos podem sintetizar MMPS no sítio 
cicatricial. Proteoglicanas são depositadas e o colágeno tipo III é substituído por colágeno 
tipo I, com o número de fibroblastos gradativamente diminuindo. Nas próximas semanas 
a meses, o colágeno é polimerizado e desidratado para aumentar sua força contrátil34. 
Assim, a transição de uma MEC repleta de células no tecido de granulação para uma 
cicatriz densa hipocelular acontece. Um evento crucial nesta fase é a morte dos 
fibroblastos por apoptose; o exato gatilho para a apoptose não é totalmente conhecido, 
embora a redução no estresse mecânico do tecido já tenha sido proposta como agente 
causal. Portanto, a apoptose prematura pode levar ao fechamento insuficiente da ferida, e 
a apoptose retardada dos fibroblastos pode levar à excessiva cicatrização e fibrose23. 
A maioria das feridas apresentam mínima atividade fibroblástica após um ano 
da cirurgia. Biópsias de pele humana de cicatrizes hipercelulares e queloidianas 
demonstraram persistência de atividade fibroblástica até 10 anos após a injúria tecidual35. 
A MMC demonstrou induzir à apoptose fibroblástica in vitro, um mecanismo possível 
para modulação cicatricial30. Embora classificada como um passo à parte, a fase de 
remodelação sobrepõe-se a outras fases, assim que ela se inicia nos primeiros dias após a 
injúria tecidual, podendo persistir por várias semanas. Devido a complexidade da fase 
final de remodelação, com interações com outras fases do processo cicatricial, sua 
modulação farmacológica não é tarefa simples, o que dificulta a eleição do momento 
exato da cascata de cicatrização para a aplicação de um agente antiproliferativo36.  
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Figura 1. Sequência dos fenômenos de formação de fibrose após a cirurgia filtrante 
para glaucoma (reimpresso com permissão de Elsevier*, de Levin LA & Albert DM37) 
 
* Esta figura foi extraída, sob permissão, do livro “Ocular Diseases Mechanisms and Management“, Levin 
LA, Albert DM, cap.28, p.215. Copyright Elsevier. 2010. 
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1.3. Agentes antifibróticos utilizados na modulação da cicatrização pós 
trabeculectomia 
A trabeculectomia evoluiu muito nos últimos anos, mas talvez a mais 
significativa alteração no procedimento foi a adição de agentes antifibróticos, também 
chamados de antimetabólitos, cuja finalidade é reduzir a fibrose depois da cirurgia 
filtrante do glaucoma. Esses agentes eram usados apenas em pacientes de alto risco na 
década de 80, mas um levantamento publicado em 2005, revelou que a Mitomicina-C é 
usada em 68% de todos os casos de pacientes submetidos à trabeculectomia primária por 
médicos de hospitais universitários nos Estados Unidos da América16. Em um outro 
estudo mais recente, publicado em 2011, a Mitomicina-C foi selecionada como agente 
antifibrótico adjuvante na trabeculectomia em 85% a 99% dos casos, de acordo com 
oftalmologistas da Sociedade Americana de Glaucoma38. 
Os esteróides e os anti-inflamatórios não-hormonais inibem a fibrose no 
processo cicatricial precoce, enquanto os antiproliferativos, como o 5-FU e a MMC 
inibem a fibrose por reduzir a atividade e proliferação fibroblástica30.  
Qualquer agente quimioterápico, com finalidade antiproliferativa, age em 
uma ou mais fases do ciclo de replicação celular, podendo inibi-la na fase de síntese do 
DNA (ex.: 5-FU, MMC, ARA-C, daunorubicina, doxorubicina), na síntese de RNA (ex.: 
5-FU, bleomicina, MMC, daunorubicina), na fase de síntese de RNA até a fase de mitose 
(paclitaxel), e na fase de mitose (ex.: bleomicina, MMC)30 (Figura 2). Nas cirurgias 
filtrantes de glaucoma, o 5-FU e a MMC são os agentes antifibróticos mais utilizados até 
hoje, por se mostrarem efetivos na inibição da atividade fibroblástica, impactando 
grandemente as taxas de sucesso das trabeculectomias. 
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Figura 2. Inibição da replicação celular por vários agentes antibróticos. G0=fase de 
repouso; G1=pré-síntese de DNA; S=síntese de DNA; G2=síntese de RNA; M=mitose 
 
 
 
1.3.1. 5-Fluorouracil 
O 5-FU foi inicialmente utilizado in vitro por Blumenkranz em 198439, 
seguido rapidamente por estudos em animais e humanos, respectivamente, por Gressel40 
e Heuer41. 
O 5-FU é um agente quimioterápico que atua como antagonista no 
metabolismo da pirimidina. Ele é um análogo fluorado da pirimidina que 
competitivamente inibe a síntese adicional de nucleotídeos da timina. Sem o nucleotídeo 
essencial, a síntese de DNA é bloqueada, levando à morte celular30. A forma metabólica 
ribosilfosfato do 5-FU também pode ser incorporada no RNA mensageiro levando à 
síntese proteica defeituosa30.  
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Estudos experimentais demonstraram que o 5-FU inibe intensamente a 
atividade e o crescimento de fibroblastos da cápsula de Tenon de animais e humanos, 
assim como inibe a contração do colágeno mediada pelos miofibroblastos30,39. Baseado 
nestas informações, sugeriu-se o uso clínico do 5-FU através de uma série de injeções 
subconjuntivais durante as primeiras semanas de período pós-operatório da 
trabeculectomia. Embora muitos estudos tenham mostrado a melhora na taxa de sucesso 
com a adição do 5-FU, o maior número de visitas e o desconforto de injeções repetidas 
levaram muitos cirurgiões a utilizá-lo em uma esponja embebida no intraoperatório, como 
primeiramente descrito por Dietze e colaboradores42 e Smith e colaboradores43. 
Atualmente, a maioria dos cirurgiões utilizam o 5-FU em uma única aplicação durante a 
trabeculectomia ou por meio de injeções, no período pós-operatório, na iminência de falha 
na bolha filtrante21. 
Muitos estudos foram publicados para estabelecer a eficácia do 5-FU nas 
cirurgias filtrantes de glaucoma40,41,44,45. O estudo mais importante sobre o uso de 5-FU 
pós-operatório em pacientes submetidos à trabeculectomia de alto risco, foi o National 
Eye Institute 5-Fluorouracil Fitration Surgery Study46, multicêntrico, prospectivo e 
randomizado. Um total de 213 pacientes já submetidos à cirurgia de catarata ou com falha 
em cirurgia filtrante prévia foram randomizados para submeterem-se à somente 
trabeculectomia ou trabeculectomia com injeções de 5-FU nas duas primeiras semanas de 
pós-operatório. Aos 5 anos de seguimento, 51% dos olhos do grupo que recebeu as 
injeções de 5-FU falharam, comparadas aos 74% de falhas no grupo controle. Ao analisar-
se a curva de sobrevida, o maior benefício do 5-FU parece acontecer nos primeiros 18 
meses, após os quais a taxa de falência parece progredir a níveis similares entre os dois 
grupos. No entanto, o benefício da maior sobrevida da bolha filtrante veio acompanhado 
de uma maior incidência de vazamentos conjuntivais (9% no grupo de 5-FU comparado 
a 2% nos controles). 
O Centro Cochrane realizou uma recente atualização em 201447 de uma 
revisão sistemática previamente realizada em 200048, para avaliar os efeitos de aplicações 
intra e pós-operatórias do 5-FU em olhos submetidos à trabeculectomia, incluindo 20 
ensaios randomizados, com 1319 participantes no total, todos os estudos com ao menos 
um ano de seguimento. A conclusão desta revisão sistemática é que, apesar da redução 
estatisticamente significativa na incidência de falência das trabeculectomias nos pacientes 
submetidos ao uso do 5-FU após um ano, a decisão de usá-lo deve ser cuidadosamente 
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ponderada, por ser um tratamento invasivo, com riscos, e um benefício relativo. Isto 
provavelmente justifica o fato do 5-FU estar sendo cada vez menos utilizado como parte 
da rotina em casos cirúrgicos de pacientes com glaucoma. 
 
1.3.2. Mitomicina-C 
A Mitomicina-C (MMC) é um agente antibiótico, com propriedades 
antiproliferativas, derivado do fungo de solo Streptomyces caespitosus. Seu efeito 
farmacológico é provavelmente derivado dos três grupos quinona, carbamato e aziridina 
que compõem sua molécula.  Sua ativação metabólica acontece por redução a um agente 
alquilante que polimeriza o DNA, um processo mediado pela P-450 redutase, que ocorre 
mais eficientemente em ambientes hipóxicos49. Como a MMC pode agir em qualquer fase 
do ciclo celular, é classificada como agente alquilante inespecífico30(Fig.2). Na cirurgia 
filtrante para glaucoma, a MMC modula a resposta cicatricial bloqueando a fase 
proliferativa dos fibroblastos, além de inibir a replicação e crescimento das células 
endoteliais. Os resultados são a prevenção da formação fibrótica e aumento da chance de 
sobrevivência da bolha filtrante50. 
O primeiro uso clínico da MMC foi realizado por Chen e colaboradores em 
Taiwan em 1981, embora seus resultados não tenham sido publicados até 199051. 
O efeito da MMC sobre os fibroblastos se mostrou muito mais potente e 
duradouro que o do 5-FU, mesmo quando aplicada em dose única52,53. Experimentos com 
culturas de células, realizados por Smith e colaboradores, demonstraram que, enquanto o 
efeito do 5-FU foi específico para inibição fibroblástica, a MMC foi tóxica tanto para 
fibroblastos como para células endoteliais53. Dada sua potência e ação prolongada, a 
MMC necessita apenas de uma aplicação per-operatória, uma vantagem significativa 
sobre as múltiplas injeções do 5-FU. 
Existem numerosos estudos sobre o uso da MMC em cirurgias filtrantes de 
glaucoma54-60, que confirmam sua eficácia em aumentar os índices de sucesso destes 
procedimentos. 
Em estudos comparativos entre o 5-FU e a MMC, a MMC mostrou-se mais 
eficaz em diminuir a pressão intraocular e reduzir as taxas de falência da bolha filtrante 
em pacientes de alto risco57,58,59. Porém, não se observou diferença entre a eficácia das 
duas substâncias em trabeculectomias primárias, quando o 5-FU foi utilizado 
intraoperatoriamente com esponjas15. Em um outro estudo conduzido por Palanca-
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Capistrano e colaboradores60, novamente não se demonstrou uma diferença significativa 
entre as duas drogas aplicadas durante trabeculectomias primárias com seguimento médio 
de mais de 3,5 anos (seguimento pós-operatório médio: grupo 5-FU: 53.4+31,4 meses e 
grupo MMC: 45,3+28,0 meses). Ambos os antimetabólitos aumentaram de modo similar 
a incidência de vazamento de humor aquoso pela bolha - a complicação mais comum nos 
dois grupos. 
 
1.3.3. Complicações e toxicidade relacionadas ao uso de antifibróticos  
Como já mencionado anteriormente, a utilização de antifibróticos durante a 
trabeculectomia aumenta a sobrevida da bolha filtrante, mas não é isenta de efeitos 
tóxicos e complicações.  
Historicamente, a toxicidade corneana é a complicação mais comum 
provocada pelo 5-FU61. Não se trata de uma surpresa, já que o 5-FU é tóxico para tecidos 
ativamente replicantes, como é o caso do epitélio corneano. Em estudos em animais, o 5-
FU demonstrou, em coelhos, um decréscimo na taxa de mitose e na captação de timidina 
no epitélio corneano em regeneração62. Os achados clínicos incluem ceratopatia puntata, 
defeitos epiteliais corneanos, ou eritema conjuntival30. A microscopia eletrônica e a 
microscopia confocal confirmaram os efeitos prejudiciais do 5-FU sobre as células 
epiteliais e endoteliais, embora poucas alterações sejam perceptíveis ao exame de 
biomicroscopia63. Mais preocupantes que as complicações da superfície ocular estão o 
risco aumentado de hipotonia, vazamento da bolha filtrante, e endoftalmites tardias23. 
Wolner e colaboradores, em um estudo retrospectivo amplo, encontraram uma incidência 
de 5,7% de endoftalmite tardia relacionada à bolha filtrante, em cirurgias realizadas com 
5-FU após um seguimento médio de 23,7 meses64. 
Devido à elevada potência antifibrótica e aos efeitos prolongados de 
toxicidade citológica, a MMC está associada à ocorrência de efeitos adversos e 
complicações potencialmente severos. O efeito antiproliferativo prolongado da MMC 
frequentemente leva ao aparecimento de bolhas avasculares e de paredes afinadas, o que 
as torna menos resistentes, com uma maior filtração transconjuntival, também com maior 
incidência de vazamentos tardios e infecções relacionadas à bolha65. Greenfield e 
colaboradores encontraram uma taxa aumentada de infecções em 2,1% dos casos, após 
um seguimento médio de 16,0 meses, o que contrasta com a taxa de infecções observada 
em cirurgias sem antifibróticos, que gira em torno de 0,2 a 1,5%66. Jampel e 
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colaboradores, em um estudo caso-controle, analisaram 131 casos de infecções tardias 
pós-trabeculectomias, que foram comparadas com 500 controles para a determinação dos 
fatores de risco67, e concluíram que o uso da MMC confere um risco relativo de 2,45; 
outros fatores de risco incluíram procedimentos de espessura total, uso contínuo ou 
intermitente de antibióticos, e cirurgia filtrante isolada, sem cirurgia de catarata 
simultaneamente. Song e colaboradores observaram, em um estudo retrospectivo 
conduzido por 15 anos, que 82% dos casos de endoftalmite relacionada à bolha estavam 
associados ao uso de agentes antifibróticos (MMC em 33, 5-FU em 7)68. Olhos com 
infecções tardias relacionadas à bolha apresentaram uma probabilidade 25,8 vezes de ter 
vazamento pela bolha65. 
Embora incomum, a maculopatia hipotônica é uma outra complicação 
associada ao uso da MMC que ameaça a visão do paciente. A incidência de maculopatia 
hipotônica na literatura varia de 1,3 a 14%, dependendo da população de pacientes, 
técnica cirúrgica e tempo de aplicação da droga69,70. Outras complicações como esclerite, 
escleromalácia e perda celular endotelial têm sido reportadas com o uso da MMC na 
literatura71,72,73. 
O dilema entre o aumento da eficácia e o aumento reconhecido do risco de 
complicações pós-operatórias com o uso de agentes antifibróticos foi sintetizado por 
Seibold e colaboradores23: “A transigência do decréscimo da segurança a curto e longo 
prazos, pelo aumento da eficácia cirúrgica é inerente ao uso de antifibróticos. Embora o 
benefício dos atuais agentes antifibróticos seja quantificável, ele coloca os pacientes sob 
risco para complicações ameaçadoras da visão. Assim, o estímulo principal nas pesquisas 
sobre modulação cicatricial é a descoberta de métodos mais eficazes, mas 
simultaneamente mais seguros, a serem empregados nas cirurgias de glaucoma”23. 
 
1.4. Novas estratégias farmacológicas para a modulação da fibrose pós-
operatória nas trabeculectomias 
São muitas as drogas que estão sendo investigadas para promover uma 
modulação do processo cicatricial após a cirurgia filtrante para glaucoma. Cada droga 
atua em uma ou mais fases do ciclo cicatricial.  
Algumas drogas promovem a diminuição da inflamação intraoperatória nas 
primeiras semanas de pós-operatório, o que pode melhorar os resultados a longo prazo, 
devido à redução da liberação de células e mediadores inflamatórios que estimulam a 
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cascata que culmina na fibrose37. Além dos corticosteróides e dos anti-inflamatórios não-
hormonais, esse grupo inclui a classe de imunomoduladores como a ciclosporina A, para 
a inibição da resposta imune mediada por linfócitos74. 
A fibrina tem um importante papel na cascata da cicatrização28. Wudunn74 
estudou a aplicação de um agente fibrinolítico, a uroquinase, para a dissolução de fibrina 
ou coágulos de sangue após a cirurgia de glaucoma em quatro olhos de quatro pacientes, 
e esta droga se mostrou eficaz na lise desse material coagulado. A curto prazo, a injeção 
de uroquinase na câmara anterior promoveu a redução da PIO, pela dissolução da fibrina 
e dos coágulos intracamerais75. O principal efeito colateral que impede o uso 
indiscriminado desta classe de substâncias é o risco aumentado de sangramento, além do 
fato de que a quebra de moléculas de fibrina pode, a longo prazo, ter uma função 
estimulatória na indução de fibrose76. 
Um grande número de fatores de crescimento ou citoquinas existem nos 
tecidos da ferida operatória da cirurgia filtrante do glaucoma e no humor aquoso que flui 
através da esclerectomia29. Dentre estes, o fator transformador de crescimento β (TGF-β) 
tem se mostrado mais estimulatório que outros fatores de crescimento e citoquinas 
encontrados no aquoso77. O TGF- β inclusive demonstrou ser capaz de reverter o efeito 
da MMC in vivo76. Meyer-Ter-Vehn e colaboradores, demonstraram o aumento da 
expressão de receptores de TGF-β-RII em bolhas falidas, indicando a importância do 
TGF-β na fibrose pós cirurgia filtrante de glaucoma78. Portanto, a modulação de fatores 
de crescimento pode ser útil na estratégia terapêutica para a inibição da fibrose. 
Dentre os vários estudos com agentes atuantes nas citoquinas, quimiocinas e 
fatores do crescimento envolvidos no processo cicatricial pós cirurgia filtrante de 
glaucoma, a maioria em estágio pré-clínico, podemos citar: anticorpo monoclonal 
recombinante anti- TGF-β² ativa79; SIRNA contra TGF- β RNAm80; Tranilast (ácido 
antranílico(N-(3’,4’-dimethoxycinnamoyl)81; Suramim: derivado de azul de Trypan 
policíclico82; inibidores da Rho-quinase ( principalmente o Y-27632)83; Saratin84; e 
amilóide recombinante P 85. 
Dentre os vários estudos com agentes atuantes na modulação da deposição da 
matriz de colágeno e na contração mediada por células, podemos citar: a colchicina86; 
inibidores da matriz de metaloproteinas87; aminoproprionitrilo β88; e Simvastatin89.  
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A tabela 1 lista as substâncias que atuam sobre a proliferação fibroblástica e 
a neovascularização e que vêm sendo estudadas como agentes moduladores da 
cicatrização na cirurgia antiglaucomatosa. 
 
 
Tabela 1. Drogas moduladoras da resposta cicatricial na fase de proliferação fibroblástica 
e neovascularização e seus mecanismos de ação 
 
 
Agentes                Autores          Mecanismo 
Moduladores 
    
Bleomicina Aoki et al90 Inibe a replicação e sobrevivência celulares através de 
ligação ao DNA. Cria radicais livres que causam a quebra 
única ou dupla das alças que levam à inibição da síntese de 
DNA  
 
 
Thiotepa Shamberger et al91 Agente alquilante polifuncional 
 
 
Ácido retinóico Samarawickrama et 
al92 
Regula a expressão gênica por meio da ligação aos fatores 
de transcrição nucleares  
 
 
Interferon-α Gillies et al93 Regula a proliferação celular e sua diferenciação, afetando 
diversos canais de comunicação celular e as vias de 
sinalização de transdução  
 
 
Lectinas 
(fitoaglutininas) 
Batterbury et al94  Liga-se à galactosil-β-1,3-N-acetilgalactosamina-alfa (Gal-
Gal-Nac) e possui um potente efeito antiproliferativo. O 
exato mecanismo de ação é desconhecido. 
 
 
Saporin  
(derivada da planta 
Saponaria officinalis) 
 
Polito et al95 Proteína inativadora de ribossomas é inibidora da 
proliferação celular 
 
 
Gene antiproliferativo 
p21 (WAF-1/Cip-1) 
 
Perkins et al96 
 
P21(WAF-1/Cip-1) é um fator de transcrição que media a 
interrupção do ciclo de replicação celular em resposta ao 
estresse provocado. A transfecção utilizada pelo sistema 
adenoviral resulta na inibição da cicatrização 
 
 
Bevacizumab 
(Avastin®)  
intra-vítreo ou  
intra-bolha  
Ohira et al97 
Akkan et al98 
Inibição da neovascularização   
 
Ranibizumab 
 
 
Kitnarong  
et al99 
 
 
Redução da neovascularização 
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(continuação) 
Terapia fotodinâmica 
 
Diestelhorst   
et al100 
 
BCECF-AM: ponteira fluorescente. Quando aplicada 
localmente em sua forma inativa difunde-se para as células 
adjacentes e é partida e renderizada para a forma 
fluorescente pelas esterases intracelulares. Após ativação 
pela iluminação com luz azul, exerce um efeito foto-
oxidativo, destruindo somente as células-alvo 
 
 
Paclitaxel (Taxol) Jampel et al101 
Joseph el al86 
Inibe a despolimerização dos microtúbulos intracelulares e 
subsequentemente evita a mitose 
 
 
 
 
Em suma, novos agentes antifibróticos, além dos atualmente utilizados na 
prática oftalmológica (5-FU e MMC), vêm sendo investigados com o objetivo de 
apresentar maior eficácia, assim como serem mais seguros para inibir o processo 
cicatricial nas cirurgias de glaucoma. Apesar de inúmeros artigos publicados, envolvendo 
vários grupos de pesquisa em todo o mundo, na busca por um novo agente antifibrótico, 
a grande variabilidade no desenho desses estudos e as diferentes populações de pacientes 
dificultam a comparação entre eles.  
As pesquisas experimentais são ininterruptas, mas mais ensaios clínicos 
também serão necessários para a validação desses novos agentes, o que é um processo 
que, em geral, demanda anos. 
Dada a complexidade das vias envolvendo o processo cicatricial, terapias 
combinadas parecem ser particularmente promissoras por poderem atuar em mais de uma 
fase da cascata de cicatrização, e assim realmente conseguir-se, no futuro, modular a 
fibrose pós-operatória. Com terapias combinadas de antifibróticos, o risco total de 
toxicidade ocular severa poderá diminuir, porque nos regimes multidrogas o olho pode 
prescindir de altas doses de agentes antiproliferativos que isoladamente seriam 
intensamente tóxicos, enquanto diferentes agentes, com também diferentes mecanismos 
de ação poderão não provocar toxicidades superpostas 30. 
 
1.5. Uma alternativa farmacológica: o paclitaxel 
O paclitaxel ou taxol (PTX) é um agente antineoplásico que tem seu efeito 
citotóxico devido à inibição da despolimerização dos microtúbulos, protegendo estas 
estruturas in vivo102-105. Demonstrou-se que o PTX inibe a migração fibroblástica e a 
contração da cápsula de Tenon85 e a proliferação fibroblástica coriorretiniana em olhos 
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de coelho105. Estudos in vivo estabeleceram que o potencial de inibição da proliferação 
fibroblástica do PTX foi similar ao da MMC107. 
O PTX é um agente hidrofóbico, portanto não estável em soluções aquosas. 
Por isto, dificuldade em ajuste de dosagem e na forma de aplicação limitam sua utilização 
em cirurgias filtrantes de glaucoma107.  
O uso subconjuntival de pó de paclitaxel dentro de carreadores de 
polianidrido foi reportado em modelos animais101,108. Jampel e colaboradores 
descreveram que o uso de discos de polianidrido contendo PTX promoveram efeitos 
positivos no decréscimo da PIO e na aparência da bolha filtrante101. Entretanto, a cinética 
dos discos de polianidrido não se mostrou ótima e incitou um processo inflamatório na 
região subconjuntival108,109. 
O estudo de van Bockxmeer e colaboradores demonstrou que o PTX pode 
permanecer no vítreo durante 2 meses após a aplicação intravítrea e estes autores 
advogam que o PTX pode persistir, após sua aplicação, no espaço subconjuntival, por um 
período de tempo semelhante106. À luz desse experimento, Jampel e colaboradores107 
usaram o pó de PTX na área subconjuntival e obtiveram resultados comparáveis aos 
obtidos com a MMC em modelos animais de cirurgia filtrante de glaucoma. Entretanto, 
a droga na apresentação de pó não se manteve confinada em determinada região na área 
subconjuntival. Assim, os investigadores enfatizaram a necessidade de criar e padronizar 
um sistema de liberação da droga, para incrementar sua eficácia, talvez por meio de um 
carreador físico107. Seguindo o mesmo raciocínio, Koz e colaboradores110 utilizaram o 
hidrogel de carbopol 980 como carreador do PTX. Neste estudo, o PTX também mostrou 
apresentar um efeito similar ao da MMC durante a cicatrização conjuntival em olhos de 
coelho. Outros polímeros têm sido tentados para a liberação mais eficaz de drogas em 
CFG111. Choung e colaboradores publicou outro estudo sobre um sistema de liberação de 
drogas utilizando o PTX112. Choritz e colaboradores113 reportaram que a exposição de 
fibroblastos ao PTX inibiu a proliferação e migração celulares. Por fim, em um estudo 
recente de Okuda e colaboradores114, os autores utilizaram um filme microquadriculado 
como carreador do PTX em 3 diferentes concentrações, demonstrando maior sobrevida 
da bolha e maior redução da PIO em comparação ao grupo controle, mesmo com a menor 
dosagem de PTX oferecida. Estes estudos demonstram que o PTX é um agente 
antifibrótico efetivo, embora sua utilização prática em cirurgias filtrantes de glaucoma 
ainda apresente vários desafios, devido à sua instabilidade farmacológica. 
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O paclitaxel ainda não foi utilizado em humanos em terapias oftalmológicas, 
local ou sistemicamente. Embora seja uma droga altamente tóxica, é também muito eficaz 
em seus efeitos antiproliferativos. Por isto, o paclitaxel é, nos dias atuais, um agente 
comumente utilizado sistemicamente, em tratamentos oncológicos, em outras áreas da 
medicina103. 
As causas para a não utilização do paclitaxel em oftalmologia são suas 
limitações farmacológicas de estabilidade e toxicidade para uso local. Para aplicações 
endovenosas, há o receio dos conhecidos efeitos adversos de tratamentos 
quimioterápicos, para um órgão não vital como o olho. Finalmente, a pequena absorção 
em tecidos oculares, devido à eficaz barreira hemato-ocular, é uma outra razão que 
justificaria não o usar pela via endovenosa115. 
 
1.6. O potencial da nanotecnologia aplicada em oftalmologia 
Nanotecnologia é um termo amplo que se refere ao design, fabricação, 
avaliação ou aplicações de materiais que tenham, ao menos em uma de suas dimensões, 
uma escala nanométrica, ou seja, 10-9 116. Para exemplificar e permitir a denotação 
imaginária de quanto este tamanho significa, uma pessoa de 1.7 metros tem 1.7 bilhões 
de nanômetros (nm) de altura. Uma hemácia tem 7 micrômetros (7 x 103 nm) de extensão; 
e uma alça de ácido desoxirribonucleico (DNA) tem 2 nm de extensão. A nanotecnologia 
proporciona um importante grupo de recursos para o diagnóstico e tratamento de doenças 
oculares. Miniaturização de dispositivos, tecnologias baseadas em chips, materiais 
incrivelmente sofisticados e inovadores e substâncias em dimensão nanométrica podem 
contribuir para uma revolução na Medicina nos próximos anos. As propriedades únicas 
dos nanomateriais incluem o tamanho diminuto, uma área de superfície de ação ampla, 
suspensabilidade em líquidos, acesso à células e organelas, e características físico-
químicas ajustáveis incluindo propriedades ópticas e magnéticas117. Vários nanosistemas 
estão correntemente em uso para aplicações biomédicas, incluindo diagnose e tratamento. 
Nanosistemas incluem: macromoléculas solúveis, dendrímeros, micelas, nanoplexos, 
nanopartículas (nanoesferas e nanocápsulas), lipossomas, nanohastes, tubos e fibras, 
dentre outros118. Alguns dos formatos aproximados desses nanosistemas estão 
representados na figura 3. 
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Figura 3. Exemplos de nanosistemas disponíveis 
 
 
A parte da nanotecnologia voltada para a atuação em sistemas biológicos, 
com o poder de controlar, construir, reparar, defender e incrementar o órgão ou tecido-
alvo no organismo, a um nível molecular, usando nanodispositivos e nanoestruturas 
visando a obtenção de benefícios à saúde do indivíduo, é chamada nanomedicina118,119.  
 
Os princípios gerais da nanomedicina incluem: 
1. Biomimetismo: direciona moléculas para dentro das células e (ou) 
direciona moléculas/dispositivos para as células específicas do 
organismo utilizando abordagens muito parecidas ou idênticas às 
naturais120. 
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2. Tamanho e localização: proporciona biocompatibilidade e eficácia 
biológica. Pelo tamanho diminuto, as mesmas moléculas ou estruturas 
podem ter funções muito diversas quanto localizadas em diferentes 
partes da célula, tecidos ou órgãos do corpo121. 
3. Controle regenerativo: sistemas terapêuticos (ex.: síntese de genes 
terapêuticos)122 permitem o controle preciso da dose a ser recebida por 
uma única célula, fato extremamente importante para a medicina 
regenerativa. 
4. Moléculas como máquinas: moléculas criadas por bioengenharia 
para realizarem tarefas físicas específicas (ex.: abrir um canal iônico) 
para alterarem o comportamento da célula e do organismo123. 
5. “Pseudointeligência”: resultante de um design autofuncionante ou 
“inteligente” (ex.: automontagem de moléculas de matriz 
extracelular)123. 
6. Alta integração interdisciplinar: biologia, engenharia, química, 
física125,126. 
 
Uma abordagem para o desenho e produção de nanodispositivos é tentar 
copiar aqueles naturalmente existentes em nosso organismo127,128. Por exemplo, as forças 
motrizes de proteínas transduzem as seguintes formas de energia: (i) óptica e eletro-
osmótica; (ii) óptica e eletrônica; (iii) química e eletro-osmótica; (iv) química e 
eletrônica; (v) mecânica e eletro-osmótica, e (vii) mecânica e química. Explorando-se as 
propriedades de transdução dos nanodispositivos, pode-se desenvolvê-los para que 
meçam variáveis biológicas como tensão de oxigênio, pH, concentração de glicose, 
temperatura, estado redox de uma célula ou uma organela subcelular, pressão arterial ou 
pressão intraocular. 
A nanomedicina também atua nos sistemas nanométricos aplicados às drogas, 
para a obtenção de efeitos terapêuticos mais eficazes e seguros que através da 
farmacologia tradicional. Nanopartículas são sistemas carreadores coloidais que podem 
incrementar a eficácia na distribuição da droga por ultrapassar barreiras de difusão, 
permitindo o uso de doses reduzidas (pela maior especificidade para se atingir o tecido-
alvo), ou uma liberação sustentada da droga129. Estas características são atraentes para o 
tratamento medicamentoso de doenças crônicas como o glaucoma130, uveíte131, assim 
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como potencialmente aplicáveis para o edema retiniano (devido à oclusão venosa ou 
neovascularização coroidiana), tumores intraoculares e outras condições associadas com 
proliferação celular (como nas TRECs), fibrose capsular após cirurgia de catarata, 
neovascularização ocular e vítreoretinopatia proliferativa. 
Para exemplificarmos, nanopartículas podem ser utilizadas para levar fatores 
de crescimento às células132. Nanopartículas impregnadas de fator básico de crescimento 
fibroblástico (bFGF-NPs) foram utilizadas por via intravítrea, prevenindo a degeneração 
dos fotorreceptores por inibição da apoptose em uma linhagem de ratos (Royal College 
of Surgeons rats)133. Microsferas de ácido (poli) láctico-co-glicólico (PLGA) carregadas 
de fator neurotrófico derivado da glia proporcionaram proteção às células ganglionares 
em modelos animais de glaucoma134. O PLGA já foi inclusive aprovado para uso em 
humanos pela Food and Drug Administration norte-americana135. 
Dendrímeros são polímeros sintéticos altamente ramificados, que já possuem 
uma reprodutibilidade de fabricação e suas propriedades como “nanocontêineres”, os 
quais, em alguns casos, podem mimetizar as propriedades de macromoléculas como as 
de DNA e RNA136. Marano e colaboradores137 utilizaram dendrímeros lipofílicos 
aminoácidos para levar oligonucleotídeos anti-VEGF em olhos de ratos com neovasos 
coroideanos induzidos por laser. Os conjugados dendrímero-oligonucleotídeo inibiram o 
desenvolvimento destes neovasos por 4 a 6 meses em 95%, enquanto olhos que receberam 
injeções de oligonucleotídeos somente não mostraram benefícios comparados com os 
controles em que o veículo foi injetado. Os conjugados dendrímero-oligonucleotídeo 
foram muito bem tolerados in vivo. 
Tipicamente, somente uma reduzida fração (<5%) das medicações 
topicamente aplicadas são biologicamente disponíveis, devido à limitada penetração 
ocular e rápido clearance pelo humor aquoso. Pelo fato dos dendrímeros conterem grupos 
funcionais de superfície, assim como espaços vazios dentro e entre suas ramificações, 
eles podem servir como veículos de liberação de medicamentos, como a carboplatina138. 
Dendrímeros do tipo poliguanidil-translocadores podem translocar moléculas 
através de barreiras biológicas eficientemente. Durairaj e colaboradores139 utilizaram 
dendrímeros do grupo guanidina-6 (g6 DPT) para melhorar a solubilidade da 
gatifloxacina em 4 vezes e distribuí-la para os segmentos anterior e posterior de olhos de 
coelhos. Os complexos dendrímeros-gatifloxacina (346 nm) aumentaram a concentração 
tecidual 13 vezes na conjuntiva e 2 vezes na córnea. Uma dose única resultou em níveis 
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prolongados no aquoso (t1/2=9 horas), demonstrando a perspectiva de diminuição da 
frequência de administração, talvez em dose única. Após múltiplas doses, os conjugados 
dendrímero-gatifloxacina atingiram níveis terapêuticos no humor vítreo por 12 horas (vs 
ausência de níveis detectáveis por 12 horas após a instilação de somente gatifloxacina). 
Nanopartículas com DNA compactado podem ser dirigidas a diferentes 
tecidos no olho, mudando-se o local da injeção (por exemplo, uma injeção intravítrea 
pode ser dirigida para córnea, malha trabecular, cristalino e retina interna); uma injeção 
subretiniana pode ser dirigida para a retina externa e camada de epitélio pigmentar da 
retina140. 
Esses são apenas exemplos, dentre inúmeros outros, para se prever o potencial 
terapêutico das nanopartículas em aplicações com finalidade terapêutica em oftalmologia.  
A nanotecnologia provavelmente revolucionará nossa abordagem em 
desafios terapêuticos atualmente existentes (ex.: biodistribuição de drogas, cicatrização 
pós-operatória, etc.), e nos habilitará para a resolução de problemas atualmente insolúveis 
(ex.: terapias regenerativas para pacientes com retinopatias degenerativas). O 
desenvolvimento da nano-oftalmologia está em evolução, embora em um estágio inicial. 
A nano-oftalmologia será uma área da pesquisa médica translacional, ou seja, que visará 
a agilizar a transferência de resultados de pesquisa básica para pesquisas clínicas, no mais 
curto prazo possível. Para isto, um imenso esforço mundial entre pesquisadores acontece 
atualmente. A previsão mais precoce de utilização prática da nano-oftalmologia será 
provavelmente nas áreas de biofarmacêuticos141, materiais implantáveis (ex.: bases 
estruturais de regeneração tecidual; materiais reabsorvíveis) e dispositivos implantáveis 
(ex.: monitores de pressãointraocular142, válvulas de drenagem para glaucoma143), e 
recursos de diagnose (ex.: testes genéticos, imagenologia, monitorização de PIO)144. 
Obstáculos para a incorporação prática da nanotecnologia permanecem: técnicas de 
fabricação seguras, consequências biológicas não-intencionais com o uso dos 
nanomateriais. Estes obstáculos não são intransponíveis e tratamentos revolucionários 
para doenças oftálmicas são esperados como resultado desta área florescente144. 
 
1.6.1. Vias de aplicação de nanosistemas para distribuição de fármacos nos 
tecidos oculares 
Os nanosistemas podem melhorar muito a distribuição das drogas no olho por 
incremento da captação celular, liberação sustentada, prevenção de degradação 
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farmacológica e especificidade para tecidos oculares. Os benefícios listados podem ser 
atingíveis, segundo as pesquisas divulgadas, por meio das três vias de aplicação ocular 
atualmente em uso: tópica, intraocular e periocular145.A via sistêmica é a menos utilizada 
em tratamentos oftalmológicos devido à maior complexidade de vencer a barreira 
hemato-ocular, assim como as possíveis repercussões tóxicas em outros órgãos. 
Várias publicações estão disponíveis sobre o uso pré-clínico de nanosistemas 
pelas vias tópica146 e intravítrea147. 
A aplicação periocular, uma via menos invasiva se comparada à via 
intravítrea, pode ser subclassificada segundo a exata localização de administração: 
subconjuntival, subtenoniana, peribulbar, retrobulbar e justaescleral posterior148. De fato, 
a administração subconjuntival de nanopartículas de ácido poli-láctico carregadas com 
budesonida equivalente a 50 µg resultou em maiores níveis da droga na retina, vítreo, 
cristalino e córnea, quando comparada a solução de budesonida isolada149. 
Para uma liberação sustentada da droga e prevenção de efeitos colaterais 
sistêmicos, é desejável que os nanosistemas fiquem retidos no sítio da injeção sem causar 
nenhuma toxicidade. A retenção de nanosistemas na área periocular é governada pelo seu 
tamanho150. Nanosistemas de 200 nm ou maiores permanecem quase completamente no 
sítio periocular da injeção por ao menos 2 meses e esta retenção não é dependente da dose 
empregada151.  
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1.6.2. O potencial terapêutico de drogas antiproliferativas associadas a 
nanosistemas na modulação da fibrose pós-operatória nas cirurgias 
filtrantes para glaucoma 
A nanotecnologia pode oferecer um enorme avanço, oferecendo nanosistemas 
associados a agentes antifibróticos, na modulação da resposta cicatricial na cirurgia 
filtrante do glaucoma. 
 
1.6.2.1. Nanopartículas 
Nanopartículas usualmente medem entre 1 e 100 nm, e vários grupos em todo 
o mundo realizam atualmente diversas pesquisas com potencial para a modulação da 
resposta cicatricial nas cirurgias filtrantes de glaucoma152. As nanopartículas têm 
inúmeras vantagens entre suas características: uma extensa área de superfície (para 
exemplificar, uma colher de chá com nanopartículas de sílica de 10 nm de diâmetro tem, 
proporcionalmente, mais área de superfície que uma dúzia de quadras de tênis duplas); 
boa penetração e biodisponibilidade aumentada por solubilidade maior no aquoso e 
especificidade para diferentes localizações no olho153. 
Butler e colaboradores demonstraram que, usando o coelho como modelo 
animal para CFG, nanopartículas de prata topicamente aplicadas (Ag-NPs) geraram uma 
melhor e mais sustentada redução na PIO, e ainda proporcionaram menor índice de 
fibrose e isquemia comparada à MMC154. Segundo Kim e colaboradores, Ag-NPs 
demonstraram um bom nível de segurança para aplicação no olho155. Porém, a 
citotoxicidade e genotoxicidade das AG-NPs são tamanho nanométrico e concentração-
dependentes156. Portanto, este é um exemplo de como a questão da toxicidade de 
nanopartículas é tema a ser sempre considerado, paralelamente ao seu potencial 
terapêutico. 
Demonstrou-se que o aumento da expressão de proteína ácida rica em cisteína 
(SPARC) está associado aos fenômenos de cicatrização e fibrose. Inversamente, a 
deficiência da SPARC diminui a contração de gel de colágeno in vitro157 e prolonga a 
sobrevivência da bolha filtrante em um modelo animal (camundongo) de CFG158. Tan e 
colaboradores demonstraram que as nanopartículas puderam ser utilizadas, de forma 
eficaz e segura, como carreadoras eficientes do veículo para a inibição da SPARC159. 
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Em outro experimento, Ye e colaboradores desenvolveram nanocopolímeros 
catiônicos chamados CS-g- (PEI-b-mPEG) mediados pela IkBkinase β, dirigidas ao RNA 
silenciador (ou RNA de pequena interferência – siRNA), na redução da fibrose 
localmente, modulando a resposta cicatricial em um modelo animal (macacos)160. O 
exame histológico demonstrou que os olhos tratados com siRNA tiveram uma marcada 
redução da fibrose subconjuntival comparado ao grupo da solução salina balanceada, e o 
epitélio conjuntival pareceu permanecer saudável, não demonstrando a acelularidade 
observada no grupo MMC160. 
Adicionalmente, Gomes dos Santos e colaboradores desenvolveram 
microesferas com o propósito de permitir uma melhor penetração intracelular ocular de 
oligonucleotídeos. A administração subconjuntival desses complexos 
nanodimensionados (microsferas contendo anti-TGF-β2) em olhos de coelho 
aumentaram a penetração intracelular de oligonucleotídos nas células conjuntivais e, 
subsequentemente, aumentaram a sobrevida das bolhas nesse modelo animal de cirurgias 
filtrantes de glaucoma 161. Esses resultados abrem uma interessante perspectiva de um 
método para a distribuição controlada de material genético para o espaço intraocular. 
 
1.6.2.2. Lipossomas 
São crescentes as pesquisas utilizando os lipossomas com nanosistemas para 
levar agentes antifibróticos ao olho. Lipossomas são pequenas estruturas compostas de 
uma fase lamelar dupla lipídica, e um tamanho variável entre poucos a dezenas de 
micrometros (ordem de grandeza=10-6m). Peng e colaboradores demonstraram que 
injeções subconjuntivais de lipossomas contendo homoharringtonine, um alcaloide e uma 
inibidor de síntese proteica) reduziram a PIO e inibiram a fibrose em coelhos submetidos 
à CFG162. 
Tilleul e colaboradores demonstraram que lipossomas com o antimitótico 
mitoxantrone reduziram a PIO e melhoraram os resultados cirúrgicos na CFG, quando 
injetados subconjuntivalmente ao final do procedimento em coelhos163. O efeito da 
mitoxantrone em formulação de lipossomas foi similar em resultados à MMC, além de 
diminuir a opacificação corneana comparado ao uso da mitoxantrone pura em solução. 
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1.6.2.3. Dendrímeros  
Outra classe de moléculas terapêuticas que têm sido utilizadas para a 
modulação do processo cicatricial são os dendrímeros e proteoglicanos.  
Shaunak e colaboradores criaram uma geração de dendrímeros (carboxylated 
PAMAM generation 3.5) conjugados com D (+) -glucosamina e D (+) glucosamina 6-
sulfato para evitar a formação de fibrose após a cirurgia filtrante de glaucoma em olhos 
de coelho164. Os dendrímeros-glucosamina inibiram as quimiocinas pró-inflamatórias e 
citoquinas, enquanto os dendrímeros-glucosamina 6-sulfato inibiram o fator de 
crescimento fibroblástico e a neoangiogênese. Os dendrímeros também aumentaram a 
taxa de sobrevida da cirurgia de 30% para 80% (p=0.029). Não foram observados efeitos 
adversos locais ou sistêmicos com as drogas associadas a dendrímeros164. 
A tabela 2 apresenta alguns estudos sobre diferentes nanosistemas e suas 
propriedades, com ação potencial na fibrose ocular. 
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Tabela 2. Sumário das propriedades e tipos de nanosistemas e algumas publicações 
sobre potencial de utilização na modulação da fibrose ocular 
 
 
Nanosistema Tamanho Especificidade Via testada Toxicidade  
Nanopartículas 10-9 Moderada 
 
Tópica 
Subconjuntival 
Intravítrea 
 
Baixa 
 
Lipossomas 10-6 Baixa 
Subconjuntival 
Intravítrea 
Baixa 
 
 
Dendrímeros 
10-9 Baixa Subconjuntival Baixa 
 
 
Nanosistemas                    Autores 
 
Nanopartículas de prata       Butler et al.154  
Nanopartículas LDL-MMC-chitosan     Shao el al.165 
Microsferas/TGF-β2       Santos et al.161 
Nanocopolímeros/IKKβ       Ye et al.160 
Lipossomas/homoharringtonina      Peng et al.162 
Lipossomas/5-FU       Simmons el al.166 
Lipossomas/daunorubicina      Varma et al. 167 
Lipossomas/mitoxantrona       Tilleul et al.163 
Dendrímero/glucosaminas      Shaunak et al.164 
Decorin         Grisanti et al.168 
 
 
1.7. Nanoemulsão lipídica 
Foi desenvolvido por Ginsburg169 e modificado por Maranhão e 
colaboradores170-175, um sistema de nanoemulsão lipídica capaz de direcionar e concentrar 
a agentes antiproliferativos no sítio de ação (“drug targeting”) para o tratamento de 
doenças proliferativas, como tumores e aterosclerose. Estas partículas mostraram grande 
eficácia e segurança171,176-79, por reduzir potencialmente os efeitos colaterais destas 
drogas. As partículas das nanoemulsões artificiais são esféricas, com diâmetro da ordem 
de 25-70 nm. Como a LDL, têm um núcleo constituído de ésteres de colesterol, com 
quantidades residuais de triglicérides, envolvido por uma monocamada de fosfolípides; 
na monocamada superficial, há uma proporção pequena de colesterol na forma livre. A 
nanoemulsão artificial é feita sem proteínas (Figura 4), mas em contato com o plasma, as 
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apolipoproteínas (apo), como a apo A1 e apo E, aderem-se à superfície das partículas. A 
apo E serve de ligante da nanopartícula aos receptores da LDL. Por isso, a nanoemulsão 
é removida mais rapidamente da circulação do que a própria LDL natural: a apo E tem 
20 a 30 vezes mais afinidade pelo receptor do que a apo B100, única apo da LDL natural 
e que é o ligante da LDL ao receptor180. 
 
 
 
 
Figura 4. Representações da LDL e da nanoemulsão lipídica sem a parte protéica 
 
 
Nas neoplasias malignas e em outros processos inflamatórios e proliferativos, 
como a aterosclerose, o aumento dos receptores de lipoproteína de baixa densidade (LDL) 
se faz necessário para que as células aumentem a captação de colesterol e fosfolípides, 
para a síntese de novas membranas requeridas pela aceleração na taxa de mitose181,182. 
Maranhão e colaboradores demonstraram que a nanoemulsão lipídica realmente 
concentra-se nos tecidos neoplásicos170,171,177,183,184, sendo possível direcionar 
quimioterápicos a esses tecidos po meio da sua associação às partículas da nanoemulsão. 
Embora o paclitaxel seja uma droga de grande toxicidade, quando 
incorporado à nanoemulsão lipídica não apresentou efeitos tóxicos, o que provavelmente 
se explica pela melhor distribuição da droga a nível intracelular nos tecidos-alvo, o que 
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diminui a possibilidade de efeitos colaterais comumente encontrados com o uso de 
agentes quimioterápicos. Em camundongos com implantação de tumores, a associação da 
nanoemulsão lipídica ao quimioterápico paclitaxel reduziu drasticamente sua toxicidade 
e aumentou a sua ação antitumoral e, consequentemente, a sobrevida dos animais178,185. 
Os mesmos resultados foram encontrados utilizando outros quimioterápicos, como 
daunorrubicina, carmustina e etoposideo186-88. Em testes clínicos, realizados em pacientes 
com câncer avançado e resistência às múltiplas drogas quimioterápicas, demonstrou-se 
que o paclitaxel passa a apresentar toxicidade mínima quando associado à nanoemulsão 
lipídica, inferior à observada no tratamento convencional170,171,175,178. Mais recentemente, 
foi demonstrado que a nanoemulsão lipídica concentra-se também nas artérias de coelhos 
com aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol172, e o tratamento desses animais 
com os quimioterápicos paclitaxel, etoposideo e metotrexato, todos associados à 
nanoemulsão lipídica, é capaz de diminuir a área de lesão aterosclerótica e também a 
doença vascular do enxerto em corações transplantados172,173,179,189. 
A nanotecnologia aplicada à medicina tem, em sua divisão farmacológica, 
dentre outros atributos, os de melhorar a distribuição da droga no órgão-alvo, aumentar a 
eficácia terapêutica com menores dosagens e diminuir os efeitos adversos da droga119,190. 
A nanoemulsão lipídica, já testada em diversos estudos em modelos animais e também 
em ensaios clínicos170-189, tem se mostrado um excelente agente terapêutico capaz de 
atingir todas as qualidades anteriormente citadas, desejáveis em um nanosistema.  
Essas descobertas ampliam o leque de aplicações da nanoemulsão como 
veículo de fármacos, não só nas neoplasias, aterosclerose, transplantes cardíacos e 
recentemente também testada em pacientes com artrite191, mas também em outros 
processos inflamatórios crônicos, que levam à indesejável fibrose pós-operatória, como a 
que ocorre na cirurgia filtrante do glaucoma. 
 
1.8. Os receptores de lipoproteína superexpressos nos fibroblastos ativados da 
cápsula de Tenon 
Chen e colaboradores demonstraram que um agente fotossensibilizante se 
acumulou principalmente dentro de fibroblastos ativados, via receptores de lipoproteína 
de baixa densidade (LDLr) para provocar fototoxicidade192. Jordan e colaboradores 
realizaram um estudo que confirmou, in vivo, estes resultados com a aplicação da terapia 
fotodinâmica, com o objetivo de conseguir eficácia antifibrótica em trabeculectomias193. 
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A superexpressão dos LDLr tem sido atribuída à maior necessidade de 
colesterol para a síntese de membranas celulares em situações de maior proliferação 
celular194. O LDLr é uma glicoproteína transmembrana de cadeia única que 
especificamente media a ligação e endocitose da LDL. Alguns estudos demonstraram que 
os níveis de LDLr são aumentados em uma variedade de condições patológicas. 
Aumentos de 3 a 100 vezes na expressão do LDLr acima de níveis correspondentes em 
tecidos não tumorais, foram reportados em leucemia mielóide aguda, câncer de cólon, 
adenoma adrenal, câncer de pulmão, câncer de mama e câncer de próstata194.   
Portanto, LDLr é um potencial alvo molecular para a distribuição seletiva de 
drogas antitumorais aos tecidos neoplásicos195, que superexpressam o LDLr. Nas 
trabeculectomias, os fibroblastos se tornam ativados após o trauma cirúrgico e, 
consequentemente, pressupõe-se que também ocorre o aumento da expressão de LDLr. 
Com o objetivo de analisar a superexpressão de fibroblastos ativados durante o processo 
de cicatrização conjuntival, Shao e colaboradores investigaram as alterações dinâmicas 
do LDLr após a exposição a TGF-β2 em fibroblastos humanos ativados in vitro165. De 
fato, os autores constataram uma correlação positiva entre a expressão dos LDLr e a taxa 
de proliferação dos fibroblastos.  
Consequentemente, há a possibilidade de utilização de muitos sistemas de 
ação que se valham da superexpressão de LDLr nestas intervenções cirúrgicas, que 
invariavelmente promovem a ativação fibroblástica196.  
Em estudos prévios, a via endocítica dos LDLr foi utilizada para a distribuição 
de agentes fotossensibilizante197 ou antimetabólitos170,171,176,182,183,198 para as áreas 
tumorais e vascularizadas. Também foi utilizada para carrear agentes para visualização 
molecular199. A via endocítica dos LDLr também poderá ser utilizada para permitir a 
entrada de agentes antifibróticos no interior das células em proliferação nas cirurgias 
filtrantes de glaucoma. 
 
 
1.9. A quebra da barreira hemato-ocular como estratégia para o acesso de drogas 
aplicadas sistemicamente aos tecidos oculares 
A barreira hemato-ocular é composta pelas barreiras hemato-aquosa e 
hemato-retiniana200, criando o “privilégio-imune”201 necessário para manter a circulação 
sistêmica separada dos tecidos oculares. 
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Os métodos mais comuns de distribuição de uma droga que permita uma 
padronização de dosagem adequada são através da via sistêmica, ou seja, as via oral e a 
parenteral. Apesar disto, a via sistêmica é raramente utilizada em oftalmologia devido ao 
tamanho diminuto do olho e às barreiras que não permitem a fragmentação das drogas em 
pequenas moléculas202-204. Além disto, os tratamentos via sistêmica são suscetíveis às 
modificações pelo fígado e rins; por esta razão, geralmente as dosagens empregadas são 
maiores para compensar a perda pela degradação metabólica, gerando uma possível 
toxicidade se a “janela terapêutica” for excedida.  
Após a administração sistêmica, as barreiras hemato-aquosa e hemato-
retiniana são os maiores obstáculos a impedir a entrada de drogas no olho. Ambas as 
barreiras contêm tight junctions que impedem a permeabilidade de drogas ao olho205. 
Devido ao tamanho aumentado das macromoléculas e à pequena absorção através das 
muitas barreiras oculares, macromoléculas não são administradas sistemicamente para 
terapias oculares206. Adicionalmente, maiores doses de macromoléculas podem aumentar 
a severidade de efeitos adversos sistêmicos. A biodisponibilidade de macromoléculas na 
parte posterior do olho é mínima quando aplicadas sistemicamente. BenEzra e 
colaboradores demonstraram que a administração sistêmica de proteína radioativa 
mostrou altos níveis da droga no sangue e no fígado, mas nenhuma droga foi detectada 
nos tecidos oculares207. 
Há, porém, situações em que a quebra da barreira hemato-ocular pode 
acontecer: trauma, estados patológicos que afetem as estruturas que compõem a BHO e a 
hipotonia ocular. Vários tipos de injúria ocular como traumas cirúrgicos e não cirúrgicos, 
inflamações intraoculares (ex.: uveítes), desordens vasculares (ex.: moléstias de Coats e 
de Eales), desordens sistêmicas (ex.: diabetes) e tumores intraoculares podem levar a um 
distúrbio na barreira hemato-ocular, resultando em um movimento variável de células 
inflamatórias e constituintes do plasma sanguíneo como proteínas, citoquinas e fatores do 
crescimento para o espaço intraocular208. 
A hipotonia ocular severa, pelas mais variadas causas (trauma, filtração 
excessiva pós CFG, cirurgia vítreo-retiniana, uveítes de longa duração, etc.) também pode 
proporcionar a quebra da barreira hemato-ocular e a consequente entrada de elementos 
séricos através da abertura da camada endotelial dos capilares não-fenestrados da íris e 
da zonulae occludentes do corpo ciliar, promovendo edema tecidual209. 
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A eficácia da aplicação de uma droga via sistêmica é impactada pela 
integridade das barreiras oculares durante o curso de uma doença ocular. Por exemplo, 
em um ensaio clínico conduzido por Moshfeghi e colaboradores210, testou-se a eficácia 
da aplicação de bevacizumab sistemicamente em um estudo open-label, em 18 pacientes 
com membrana neovascular coroidiana clássica, com comprometimento do epitélio 
pigmentar da retina. Neste estudo, os pacientes foram tratados, desde o começo, com 3 
doses de bevacizumab por injeção endovenosa por um período de 6 semanas. As 
avaliações demonstraram uma melhora na média de acuidade visual de 14 letras e um 
decréscimo da espessura da retina em média de 112 µm, indicando uma distribuição bem-
sucedida da droga para a parte posterior do olho através de administração sistêmica, 
provavelmente possível pelo epitélio pigmentar da retina danificado. Embora não tenham 
sido identificados efeitos adversos sistêmicos nas 24 semanas de duração do estudo, deve-
se ressaltar que a concentração sistêmica da droga injetada foi alta, levando-se a um risco 
real de complicações a médio e longo prazos. 
Nas CFG, o trauma e a inflamação provocada, além da usual diminuição da 
PIO em maior escala nas primeiras semanas do período pós-operatório provocam a 
quebra, ainda que parcial, da barreira hemato-ocular (BHO) o que poderia, 
hipoteticamente, facilitar a passagem de medicações sistemicamente aplicadas aos tecidos 
oculares211. 
  
1.10. Justificativa 
Devido às complicações decorrentes do uso da mitomicina-C na cirurgia do 
glaucoma, a procura por agentes antiproliferativos alternativos em trabeculectomia é um 
tópico de interesse212,213,214. 
Como os agentes antifibróticos são relativamente inespecíficos e reagem com 
as células em fases importantes do ciclo celular, é inevitável a citotoxidade por 
peroxidação lipídica e lesões no DNA30. Consequentemente, os antifibróticos são tóxicos 
nas fases basal e proliferativa dos fibroblastos. Portanto, é importante aumentar a 
sensibilidade somente dos fibroblastos ativados às drogas antiproliferativas, de modo a 
tornar seus efeitos mais localizados e específicos. 
Seguindo-se a busca por um sistema farmacológico que tenha maior afinidade 
por fibroblastos ativados, a superexpressão de LDLr ocorrida nestas células durante seu 
estado de ativação, pode proporcionar uma oportunidade à criação de nanosistemas 
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associados a drogas e/ou genes específicos, direcionados a estes receptores, para a 
inibição cicatricial. Especialmente, os nanosistemas de tamanho entre 1 e 100 nm, podem 
permitir a endocitose via LDLr165. Portanto, justifica-se a busca por nanosistemas que 
especificamente possam se ligar ao LDLr, nos fibroblastos ativados para a distribuição 
dos agentes antifibróticos no sítio cirúrgico de interesse.  
Alguns agentes farmacológicos, como o paclitaxel, podem ser utilizados 
como drogas antiproliferativas, devido ao seu efeito inibitório durante o processo 
cicatricial107,110,113. Demonstrou-se que o paclitaxel é capaz de inibir a migração 
fibroblástica, a contração da cápsula de Tenon113 e a proliferação fibroblástica 
coriorretiniana em olhos de coelho106. Outros estudos in vitro indicaram que o potencial 
inibitório do paclitaxel é similar ao da mitomicina-C107,110. No entanto, a eficácia 
terapêutica do paclitaxel em relação à mitomicina-C ainda não foi totalmente validada 
para indicá-lo como medicação substituta.  
O grupo do Prof. Dr. Raul C. Maranhão tem demonstrado que as 
nanoemulsões lipídicas são capazes de direcionar e concentrar fármacos ao sítio de ação 
(drug targeting), podendo ser usada no tratamento do câncer e da aterosclerose como 
veículo para direcionar quimioterápicos para as células em processo de proliferação170-
173,177,179,184,186,189. Com isso, aumenta-se a eficiência terapêutica dos agentes 
antineoplásicos e diminuem-se seus os efeitos colaterais, que constituem limitação 
importante à quimioterapia. 
Além disso, o uso dessa nanoemulsão lipídica poderia aumentar a estabilidade 
do paclitaxel em soluções aquosas, em comparação a outros carreadores já testados, como 
o de polianidrido109. Por outro lado, em aplicações sistêmicas, já se demonstrou que os 
parâmetros farmacocinéticos do paclitaxel são melhorados quando associados a 
nanoemulsão lipídica171, o que poderia, por sua vez, justificar sua utilização em terapias 
oftalmológicas.  
À luz destes postulados, a nanoemulsão lipídica possui qualidades desejáveis 
para servir como agente modulador da resposta cicatricial em cirurgias filtrantes do 
glaucoma: a) dimensões nanométricas adequadas (possui dimensões médias de 25 a 70 
nm, ideal para endocitose via LDLr)165 ; b) afinidade por receptores de LDL (pelo 
mimetismo da LDE com a LDL)171,176; c) possibilidade de ser carreadora de um agente 
antiproliferativo efetivo como o paclitaxel171-173,178,185 e d) já ter sido utilizada em ensaios 
clínicos, demonstrando sua segurança em aplicações sistêmicas170,171,177. Além destas 
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características, a superexpressão de LDLr presente nos fibroblastos ativados165,215 seria o 
cenário biológico ideal para obter-se, pela ligação da LDE-PTX a estes receptores, uma 
distribuição otimizada da droga no sítio de nosso interesse. 
A justificativa da escolha da nanoemulsão lipídica associada ao oleato de 
paclitaxel nas cirurgias filtrantes de glaucoma foi a utilização de um agente antifibrótico 
com potência terapêutica similar à MMC109,110 - a droga padrão-ouro atualmente utilizada, 
com melhor estabilidade física e, possivelmente, com menores efeitos tóxicos locais e 
sistêmicos.  
Soma-se a isso a necessidade de buscar alternativas à MMC, cuja 
disponibilidade foi recentemente comprometida pela interrupção de fabricação pelo 
laboratório Bristol-Myers-Squibb. 
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2.  OBJETIVOS 
 
Os objetivos deste estudo são: 
 Avaliar os efeitos da nanoemulsão lipídica associada ao oleato de 
paclitaxel, injetado localmente ou por via endovenosa, como agente 
modulador sobre a resposta cicatricial após cirurgia filtrante de 
glaucoma (trabeculectomia) em coelhos, e compará-los à mitomicina-
C aplicada localmente. 
 Avaliar os efeitos tóxicos na conjuntiva e no corpo ciliar de coelhos, 
após a aplicação da nanoemulsão lipídica associada ao oleato de 
paclitaxel, localmente ou por via endovenosa, e compará-los aos 
provocados pela mitomicina-C, aplicada localmente. 
 Realizar a contagem de células caliciformes da conjuntiva em todos os 
grupos tratados e compará-los com o grupo controle. 
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3..  METODOLOGIA 
 
3.1. Desenho do estudo 
Trata-se de um estudo experimental, prospectivo, controlado, paralelo, 
randomizado e mascarado, conduzido em modelo animal (coelhos albinos da raça Nova 
Zelândia), com número total de 34 animais, subdivididos em quatro grupos, mediante 
método qualitativo e descritivo quantitativo. 
No método de mascaramento, o único cirurgião (M.L.O.) teve conhecimento 
do grupo específico somente no dia do procedimento cirúrgico, e não mais nos dias de 
controle pós-operatório.  
3.2. Aspectos éticos 
O presente estudo foi aprovado pela Comissão de ética no uso de animais do 
Comitê de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 
(Anexo A), ratificado pela Comissão de ética no uso de animais da Universidade de 
Campinas (Anexo B). 
3.3. Preparo da nanoemulsão lipídica 
A nanoemulsão lipídica foi preparada segundo a técnica descrita por Ginsburg 
e colaboradores169 e modificada por Maranhão e colaboradores174. Em um frasco de vidro 
foram adicionados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1,0 mg de 
trioleína e 0,5 mg de colesterol, diluídos em clorofórmio: metanol (2:1). A seguir, a 
mistura foi evaporada sob fluxo de nitrogênio e mantida em dissecador a vácuo, por 12 
horas, a 4ºC para remoção dos solventes residuais. Após a adição de 10 ml de solução 
Tris HCl 0,01M, pH 8,05, a mistura de lípides foi emulsificada por irradiação ultrassônica 
por 3 horas, em equipamento Branson, modelo 450A (Arruda Ultrassom, São Paulo, 
Brasil) com temperatura variando entre 51 e 55oC. Para seleção do tamanho desejado de 
partículas, a nanoemulsão lipídica foi ultracentrifugada por duas vezes e a densidade da 
emulsão foi ajustada para 1,21 g/ml, adicionando-se brometo de potássio. A fração 
superior, que corresponde a 20% do total e representa a nanoemulsão, foi retirada por 
aspiração. Posteriormente, o excesso de brometo de potássio foi removido por meio de 
diálise em tampão Tris HCl 0,01 M, pH 8,0. Finalmente, a emulsão foi esterilizada, 
utilizando-se filtros de 0,22 µm de diâmetro, sob fluxo laminar, e armazenada em frascos 
estéreis a 4ºC por até 30 dias. 
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3.4. Síntese de oleato de paclitaxel  
Paclitaxel cristalino foi adquirido do laboratório Bristol-Myers Squibb (Nova 
Iorque, EUA), sendo que 1 ml contém 6 mg de paclitaxel, 527 mg de Cremophor EL e 
49,7% de álcool desidratado, USP. 
O paclitaxel foi modificado seguindo o método descrito por Rodrigues e 
colaboradores178. O paclitaxel foi dissolvido em acetonitrila e em seguida adicionou-se 
trietilamina e cloreto de oleíla. A reação foi mantida em temperatura ambiente, sob 
agitação magnética, durante 45 minutos, e em seguida, o produto foi extraído e purificado. 
A pureza e a estrutura do oleato de paclitaxel foram caracterizadas por [1H] e [13C] 
ressonância magnética nuclear (RMN) (Bruker DPX-300, Bruker Co, MA, EUA) e por 
cromatografia líquida de alta pressão (HLPC) (Shimadzu LC-10AD, Shimadzu Co, 
Kyoto, Japão) acoplada a espectrometria de massa com sistema de ionização por 
electrospray (LC-ESI/MS/MS) (Triple Quadrupole Quattro II, Micromass, Manchester, 
Reino Unido), equipado com detector de UV a 227 nm, coluna 15 cm x 4.6 mm Luna C8 
[2] (Phenomenex, Torrance, CA,EUA), e pré-coluna 4 cm x 10 mm Shim-pack CLC-
ODS (M) C18 (Shimadzu, Columbia, ML, EUA), utilizando um sistema isocrático 
constituído por acetonitrila-metanol (90:10) a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. Os 
experimentos LC-ESI/MS/MS foram realizados durante a digitalização de m/z 500 a 1300 
para uma taxa de varredura de 2s/digitalização.  
 
3.5. Incorporação do oleato de paclitaxel à nanoemulsão lipídica 
O oleato de paclitaxel foi dissolvido em etanol e adicionado à nanoemulsão 
na razão 5:1 (lípides: fármaco). A incorporação foi realizada por irradiação ultrassônica 
por 40 minutos a 55ºC. Em seguida, as preparações foram esterilizadas em filtro de 
0,22µm de diâmetro (Millipore®) e armazenadas em frascos estéreis por até 30 dias. 
 
3.6. Protocolo experimental in vivo  
Foram utilizados no estudo 34 coelhos brancos da raça Nova Zelândia com 
aproximadamente 3kg. Os animais foram mantidos em temperatura controlada e em 
ciclos de claro/escuro de 12 horas no Biotério do Instituto do Coração da Faculdade de 
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Medicina da Universidade de São Paulo. Água e comida foram fornecidas ad libitum. O 
peso corporal dos animais foi medido durante o período do estudo. 
 
3.7. Cirurgia filtrante - trabeculectomia 
A cirurgia de trabeculectomia foi realizada no olho direito dos animais, por 
um único cirurgião (Figura 5). Para tanto, os animais foram anestesiados com xilazina 
(23 mg/kg) e quetamina (50 mg/kg), via intramuscular (Figura 6). Após assepsia da região 
ao redor do olho com solução degermante aquosa de clorexidina 1% tópica e a colocação 
de campo cirúrgico plástico adesivo estéril para o isolamento dos cílios (Figura 7), o 
espéculo de pálpebra foi adaptado, cuidadosamente, de modo a não exercer pressão sobre 
o globo ocular (Figura 8). Realizou-se uma sutura-âncora ou de tração na córnea, em uma 
profundidade de aproximadamente três-quartos de sua espessura, a aproximadamente 2 
mm do limbo, com fio seda 8.0, para expor adequadamente a área a ser operada. A seguir, 
uma peritomia conjuntival base fórnix era realizada na região súpero-nasal - localização 
escolhida para evitar atingir o extenso músculo reto superior desta espécie animal (Figura 
9).  Após a dissecção da conjuntiva, os vasos sanguíneos da esclera eram cauterizados. 
Removeu-se uma pequena parte da cápsula de Tenon, para a mobilização mais fácil da 
conjuntiva dissecada. Em seguida, demarcava-se um retalho escleral de 3,0 x 3,5 mm, 
com aproximadamente metade a 2/3 da espessura escleral. O retalho escleral era então 
dissecado até, ao menos, 1 mm dentro da córnea clara, para assegurar-se que a fístula 
fosse confeccionada anterior ao esporão escleral.  Uma paracentese biselada auto-selante 
era criada em córnea transparente, com movimento de entrada da lança-esclerótomo 20G 
(Alcon, Texas - EUA) direcionada ao ângulo inferior para evitar o toque inadvertido da 
íris ou cristalino. Uma incisão corneana anterior paralela ao limbo foi criada, penetrando 
a câmara anterior logo atrás da dobra do retalho escleral rebatido, alargando-se até 
aproximadamente 0,5 mm de cada borda lateral do retalho escleral. Duas incisões radiais, 
em direção posterior eram então realizadas, de cada lado da incisão inicial e o retalho 
resultante do tecido límbico profundo era tracionado posteriormente, até que as estruturas 
do ângulo da câmara anterior eram vistas e o tecido, anteriormente ao esporão escleral, 
então excisado com um punch escleral (Jacobs Membrane Punch – Hetfordshire, 
Inglaterra), para criar-se a esclerostomia. Foi realizada uma iridectomia periférica com 
tesoura de Vannas reta (Storz, St. Louis – EUA), após a confecção da fístula. 
Posteriormente, os vértices do retalho escleral foram suturados, com dois pontos de fio 
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mononylon 10.0, nos ângulos proximais da incisão. Por fim, o retalho conjuntival também 
foi suturado com fio mononylon 10.0. A câmara anterior foi preenchida com solução 
salina balanceada, de modo a testar a patência da esclerostomia. Nova injeção de solução 
salina balanceada na câmara anterior era realizada para se comprovar se fora realizada 
uma sutura hermética do retalho conjuntival. Ao término da cirurgia, foi aplicada pomada 
oftálmica de associação de ciprofloxacino 0,3% e dexametasona 0,1%, além da aplicação 
de dipirona endovenosa na dose de 30mg/kg, como analgésico, e mantida a instilação de 
colírio de associação de ciprofloxacino 3mg/ml+dexametasona 1,0mg/ml, uma vez ao dia 
durante todo o período pós-operatório. 
 
 
 
Figura 5.  Aspecto geral da sala cirúrgica 
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Figura 6. Posicionamento do animal na mesa cirúrgica 
 
 
 
Figura 7. Colocação de adesivos estéreis nas pálpebras do animal 
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Figura 8. Colocação de campo cirúrgico estéril e blefarostato 
 
 
 
Figura 9. Aspecto do extenso músculo reto superior dessa espécie animal 
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3.8. Divisão dos grupos 
Os animais foram divididos em quatro grupos, como descritos abaixo: 
 Grupo controle (CTL): animais submetidos à trabeculectomia, sem 
nenhuma medicação (n=7). 
   Grupo mitomicina (MIT): animais tratados com mitomicina-C na dose       
0,4 mg/ml, por três minutos de aplicação, durante a trabeculectomia (n=9). 
No grupo MIT, um fragmento de esponja de celulose (Weck) embebido em 
solução de mitomicina-C (0,4 mg/ml) foi colocado sobre a episclera em área 
subconjuntival posterior ao retalho escleral criado, ultrapassando seus limites laterais e 
superiores, e o retalho conjuntival estendido, a seguir, sobre a esponja que foi ali deixada 
por 3 minutos. Posteriormente, a região foi profusamente lavada com 30 ml de solução 
salina balanceada.  
 Grupo nanoemulsão lipídica com oleato de paclitaxel subconjuntival 
(LDE-PTX/SC): animais tratados com oleato de paclitaxel associado à 
nanoemulsão lipídica por injeção subconjuntival, ao final da cirurgia 
(n=9).  
No grupo LDE-PTX/SC, a preparação de oleato de paclitaxel associado à 
nanoemulsão lipídica foi injetada no volume de 0,3 ml na região subconjuntival adjacente, 
próxima ao fundo de saco conjuntival superior, no final da cirurgia, após a sutura 
conjuntival. Em 0,3 ml de LDE-PTX há a concentração de 1,5 mg de PTX. 
 Grupo nanoemulsão lipídica com oleato de paclitaxel endovenoso (LDE-
PTX/EV): animais tratados com injeção endovenosa de oleato de 
paclitaxel associado à nanoemulsão lipídica, na dose de 4 mg/kg/dia, por 
4 semanas. As injeções foram aplicadas no dia da trabeculectomia e a cada 
semana subsequente (n=9).  
Quatro semanas após a trabeculectomia, os animais foram sacrificados com 
injeção endovenosa de uma dose letal de pentobarbital sódico 5%. O globo ocular operado 
foi enucleado, para avaliação anatomopatológica. 
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3.9. Variáveis clínico-laboratoriais e anátomo-patológicas avaliadas 
 
3.9.1. Peso 
Os animais foram pesados em balança antropométrica mecânica (Filizola, São 
Paulo, Brasil) com auxílio de um recipiente de contenção (balança tarada para o 
recipiente). 
 
3.9.2. Hemograma 
Para a realização do hemograma, foram coletadas amostras de sangue dos 
animais por veia auricular marginal, no dia da cirurgia e no dia do sacrifício. O sangue 
total foi diluído em solução de Turk (1:20) para a contagem de leucócitos (106 células/ml) 
e em solução de NaCl 0,9% (1:1000) para a contagem de eritrócitos (109 células/ml). A 
contagem das células sanguíneas foi realizada em câmara de Newbauer. A partir do 
sangue total, foram preparados esfregaços de sangue corados com corante panótico, para 
determinação da porcentagem de linfócitos, monócitos e neutrófilos. 
 
3.9.3. Pressão intraocular 
A pressão intraocular do olho direito foi medida antes da cirurgia, nos dias 1, 
3, 7, 14, 21 e 28, utilizando-se o tonômetro de aplanação automatizado (Tonopen-Avia, 
Reichert Technologies, New York, EUA) (Figura 10), após a anestesia tópica dos olhos 
com colírio de proximetacaína 0,5%. O aparelho indica um valor de pressão intraocular, 
calculado a partir da média de dez medidas isoladas (com intervalo de confiança acima 
de 95%). Para cada olho, foram feitas cinco medidas da pressão intraocular em cada dia 
de avaliação. A média das 5 medidas foi utilizada nas análises do estudo. 
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Figura 10. (A) Tono-pen Avia® (Reichert Lab, Nova Iorque, EUA);  
(B) posicionamento da ponteira do tonômetro recoberta com protetor plástico 
Ocu-film® (Reichert Lab, Nova Iorque, EUA), perpendicular à córnea do coelho264 
 
 
3.9.4. Análise das bolhas filtrantes 
Os animais foram examinados no 1º, 3º, 7º., 14º., 21º. e 28º. dias de pós-
operatório, quanto às características clínicas do olho operado, principalmente no que 
concerne aos seguintes aspectos: altura da bolha filtrante e profundidade da câmara 
anterior (Figura 11). Nos mesmos dias, quaisquer outras complicações oculares foram 
observadas. 
A altura da bolha filtrante e a profundidade da câmara anterior, foram 
registradas, segundo parâmetros descritos por Ma e colaboradores216.  
A altura da bolha filtrante foi medida com um compasso, pelo mesmo 
observador, e graduada em: plana; formada e baixa <1 mm; elevada < 2mm; alta > 2mm.  
A profundidade da câmara anterior foi registrada como: profunda; rasa ou 
plana. A falência da trabeculectomia foi definida como uma bolha plana, vascularizada e 
cicatrizada, associada à uma câmara anterior profunda216. 
 
 
 
 
58 
 
 
3.9.5. Análise anatomopatológica 
Após fixação em formol e, sequencialmente, em álcool 70%, cada globo 
ocular foi seccionado em três calotas: porção média, que contém o retalho escleral (sítio 
cirúrgico da trabeculectomia), calota nasal e calota temporal. As calotas médias foram 
acondicionadas em cassetes, desidratados em baterias de álcool em graduações crescentes 
e, em seguida, diafanizadas em xilol para posterior inclusão em blocos de parafina. Os 
blocos foram cortados, em secções seriadas de 5 µm, em lâminas silanizadas. Os cortes 
histológicos foram desparafinizados e hidratados em baterias de soluções alcoólicas com 
concentrações decrescentes.  Os cortes histológicos foram corados com Hematoxilina-
Eosina e Tricrômio de   Masson. A análise histopatológica foi realizada em microscópio 
óptico Nikon Eclipse 80i (Nikon, Tóquio, Japão) em magnificação de 40X (diâmetro da 
objetiva de 0,5 mm), por uma patologista experiente em patologia oftalmológica. 
Para análise, em cada campo de grande aumento (em um total de 10 campos 
de grande aumento, cobrindo uma área total de 0,19635 mm2) foram analisados vários 
parâmetros, a saber: a toxicidade conjuntival e o número de células caliciformes da 
conjuntiva; a toxicidade do corpo ciliar; número de células mononucleares; fibroblastos; 
densidade de vasos sanguíneos; edema; tecido fibrótico, organização e densidade do 
colágeno neoformado no sítio cirúrgico. 
1) Para avaliação da toxicidade conjuntival, foi utilizada a escala 
semiquantitativa, descrita por Polak e colaboradores217: a) alteração mínima: 
espessamento da conjuntiva, mas com a preservação do epitélio conjuntival; b) alteração 
moderada: espessamento da conjuntiva, com epitélio preservado e pequena infiltração de 
células inflamatórias; c) alteração moderada a intensa: todos os achados da classificação 
b, associada à perda de organização/orientação das fibrilas do colágeno estromal; d) 
alteração grave: perda do epitélio conjuntival, necrose da conjuntiva, desorganização total 
do estroma conjuntival, associadas ou não a áreas de necrose na esclera subjacente.  
A toxicidade conjuntival também foi analisada pela contagem do número de 
células caliciformes, por método quantitativo, segundo Kahook e colaboradores218, 
avaliando-se dez campos de alto poder, a partir da identificação do sítio cirúrgico. O 
número considerado normal para esta espécie animal é de, no mínimo, 7 células por 
campo de alto poder218. 
2) Para a análise da toxicidade do corpo ciliar, foi utilizada uma 
classificação proposta por Aptel e colaboradores219 modificada, sendo considerados como 
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parâmetros indicativos de toxicidade: a diminuição de altura/desorganização e/ou perda 
do epitélio ciliar, as presenças de congestão, edema estromal, necrose, fibrina, exsudatos, 
e a infiltração de células inflamatórias (neutrófilos, eosinófilos, linfócitos, plasmócitos, 
macrófagos, células gigantes, fibrócitos).  
A diminuição de altura/desorganização do epitélio do corpo ciliar foi 
classificada como: mínima, média, moderada ou grave: a)  alteração mínima, definida 
como: altura do epitélio ciliar preservada na maior parte dos campos analisados; b) 
alteração média, definida como: diminuição da altura do epitélio ciliar, mas com 
preservação da camada dupla e da organização celular na maior parte dos campos 
analisados; c)  alteração moderada, definida como: diminuição  da altura do epitélio ciliar, 
associada à alteração geral do tamanho celular e áreas de desorganização da camada dupla 
de células na maior parte dos campos analisados; d) alteração severa, definida como: 
descamação do epitélio ciliar e total desorganização estrutural da camada epitelial. 
O edema estromal foi classificado como: a) ausente; b) mínimo: quando 
detectadas fibras colágenas com pequena distancia entre si, esparsamente separadas, o 
que denota pouca quantidade de fluido intersticial e com mais de 75% de áreas de fibras 
colágenas compactas; c) moderado: quando observadas fibras colágenas com moderada 
distancia entre si, com maior separação que o edema leve e menor separação que o edema 
grave , o que denota moderada quantidade de fluido intersticial, com até 50% de áreas de 
fibras colágenas compactas; d) grave: quando observadas fibras colágenas extensamente 
separadas entre si, com amplas áreas de  espaços claros entre as fibras, o que denota 
grande quantidade de fluido intersticial e quase a totalidade das fibras colágenas não 
compactadas. 
A congestão foi classificada como: a) mínima, quando observados mais de 
80% dos capilares da área avaliada sem dilatação do lúmen, com presença de 
esparsas  hemácias distribuídas  em padrão habitual no interior dos vasos, ou menos de 
20% do capilares dilatados repletos de hemácias, com distribuição homogênea e mínimo 
espaço entre si; b) congestão média, quando mais de 50% e 80% dos capilares da área 
avaliada estão sem dilatação do lúmen; c) congestão moderada, quando até 50% dos 
capilares da área avaliada apresentem dilatação do lúmen, preenchidos por hemácias de 
distribuição homogênea; d) congestão intensa, quando mais de 80% dos capilares da área 
avaliada apresentem dilatação do lúmen, preenchidos por hemácias de distribuição 
homogênea. 
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3) Para a avaliação da formação cicatricial no sítio cirúrgico, foram 
analisados os seguintes itens: fibroblastos; tecido fibrótico; organização e densidade do 
colágeno neoformado; densidade de vasos sanguíneos; edema; e número de células 
mononucleares. 
Para avaliação de fibroblastos, foi utilizado um parâmetro semiquantitativo, 
descrito por Butler e colaboradores154: a) ausentes; b) envolvendo menos de 50% do 
tecido; c) envolvendo entre 50% a 80% do tecido, d) envolvendo > 80% do tecido 
analisado.  
A fibrose foi classificada segundo Koz e colaboradores110: a) negativa= se o 
tecido fibrótico está presente em menos de 10% do campo; b) leve= se o tecido fibrótico 
está presente entre 10% a 25% do campo; c) moderada = se o tecido fibrótico está presente 
entre 26% a 75% do campo; d) severa= se o tecido fibrótico está presente em mais de 
75% do campo. 
A gradação de organização do colágeno foi realizada segundo o parâmetro 
descrito por Janin-Magnificat e colaboradores220: a) ausência de desorganização = fibras 
de colágeno maduras, alongadas e paralelas; b) fraca desorganização = perda discreta do 
paralelismo das fibras de colágeno, ainda alongadas; c) moderada desorganização = fibras 
de colágeno encurtadas, focalmente perpendiculares, encurtadas; d) forte desorganização 
= fibras de colágeno encurtadas, apontando para todas as direções. 
A classificação do grau de densidade do colágeno foi realizada segundo o 
parâmetro descrito por Perkins e colaboradores96, (na qual a tonalidade azul é 
gradativamente mais intensa conforme o colágeno seja mais denso): a) densidade mínima 
(azul claríssimo); b) densidade leve (azul ciano-claro); c) densidade moderada (azul 
médio); d) densidade intensa (azul denso).  
Para a avaliação da densidade de vasos sanguíneos, encontrados em maior 
número quanto maior a atividade cicatricial no espaço subconjuntival, foi utilizado um 
parâmetro semiquantitativo proposto por Perkins e colaboradores96: a) reduzido: um a 
cinco vasos sanguíneos por campo; b) normal:  seis a 20 vasos sanguíneos por campo. 
O edema foi avaliado no sítio cirúrgico, e graduado segundo Butler e 
colaboradores154: a) envolvendo menos de 50% do tecido; b) envolvendo entre 50% a 
80% do tecido; c) envolvendo > 80% do tecido analisado. Deve-se enfatizar que quanto 
maior o edema, maior a filtração intersticial, devido ao colágeno neoformado mais 
desorganizado, que permite consequentemente a passagem de fluidos. 
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Para avaliação do número de células mononucleares, foi utilizado um 
parâmetro quantitativo, calculando uma média do número encontrado em dez campos 
consecutivos de alto poder, cobrindo uma área microscópica total de 0,19635 mm².  
 
3.10. Análise estatística 
As análises estatísticas 221-224 foram realizadas utilizando o software SPSS® 
versão 20.0 (IBM, Nova Iorque, EUA). As características semi-quantitativas foram 
descritas segundo grupo com uso de frequências absolutas e relativas e comparadas entre 
os grupos com uso de testes Kruskal-Wallis221, seguidos de comparações múltiplas de 
Dunn224 quando significativos para identificar entre quais grupos ocorreram as diferenças. 
As medidas histológicas quantitativas foram descritas segundo grupos com uso de 
medidas resumo (média, desvio padrão, mediana e quartis, P25 e P75) e comparados entre 
os grupos de maneira semelhante. 
A PIO foi descrita segundo grupos e momentos de avaliação com uso de 
medidas resumo e comparadas com uso de equações de estimação generalizadas com 
distribuição marginal normal e função de ligação identidade supondo correlação auto-
regressiva de primeira ordem entre os momentos de avaliação223. A área da bolha e a 
profundidade foram descritas segundo grupos e momentos de avaliação com uso de 
frequências absolutas e relativas e comparadas com uso de equações de estimação 
generalizadas com distribuição marginal Poisson e função de ligação logarítmica supondo 
correlação componente simétrica entre os momentos de avaliação223.As análises foram 
seguidas de comparações múltiplas de Bonferroni224 para comparar os grupos e 
momentos quando significativas as diferenças.  
Foi estimada a função de sobrevida com uso da curva Kaplan-Meier e 
realizado o teste log-rank222 para comparar os tempos de falência216 segundo os grupos, 
tendo como referência o grupo que usou mitomicina (padrão ouro). 
Em todas as análises efetuadas, os valores de p inferiores a 0,05 foram 
considerados estatisticamente significativos. 
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4.  RESULTADOS 
 
 
4.1. Perfil ponderal 
O perfil ponderal não foi diferente entre os grupos, durante o período 
experimental, com exceção do peso corporal do grupo MIT, que foi menor do que o grupo 
LDE-PTX/EV nos dias 21 (p<0,001) e 28 (p<0,05). Comparando grupo a grupo, para 
determinar a diferença estatística entre os dias de análise, foi observado que no grupo 
CTL o peso corporal do dia 28 foi maior do que todos os outros dias de observação 
(p<0,001 vs d0 e d1; p<0,01 vs d3 e d21; p<0,05 vs d14). Nos outros grupos, não houve 
diferença no peso corporal dos animais (Tabela 3 e Figura 11). 
 
Tabela 3. Variação de peso médio (kg) dos animais em todos os momentos estudados  
(média + desvio-padrão) 
 
 
a, p<0,01 vs dia 3; b, p<0,001 vs dia 0, c, p<0,001 vs dia 1. + p<0,05 e +++ p<0,001 vs grupo MIT;    
valores expressos em quilogramas; p grupo=0,0395; p momento=0,0078  
 
 
CTL 
(n=7) 
 
MIT 
(n=9) 
 
LDE-PTX/SC 
(n=9) 
 
LDE-PTX/EV 
(n=9) 
     
Dia 0 3,5±0,4 3,4±0,2 3,5±0,5 3,8±0,4 
Dia 1 3,5±0,3 3,3±0,2 3,5±0,4 3,7±0,4 
Dia 3 3,5±0,2 3,4±0,2 3,5±0,3 3,8±0,4 
Dia 7 3,6±0,2 3,4±0,1 3,4±0,4 3,8±0,5 
Dia 14 3,6±0,3 3,3±0,3 3,5±0,5 3,8±0,5 
Dia 21 3,5±0,3 3,1±0,2 3,5±0,5 3,8±0,5 +++ 
Dia 28 3,8±0,2 a b c 3,3±0,3 3,5±0,4 3,9±0,5 + 
63 
 
 
CTL
MIT
LDE-PTX/SC
LDE-PTX/EV
1 3 7 14 21 28
++++
a
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
Período Experimental (dias)
P
e
so
 C
o
r
p
o
r
a
l 
(K
g
)
 
Figura 11. Peso corporal dos grupos CTL, MIT, LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV, no 
decorrer do período pós-operatório. Valores expressos em média+DP. ap<0,05 vs dia 
14, p<0,01 vs dia 3 e dia 21, p<0,001 vs dia 0 e dia1, no grupo CTL. + p<0,05, +++ 
p<0,001, MIT vs LDE-PTX/EV. 
 
4.2. Hemograma 
Na análise dos resultados dos hemogramas dos grupos CTL, MIT, LDE-
PTX/SC e LDE-PTX/EV das amostras coletadas antes da cirurgia e no dia do sacrifício 
(Tabela 4) observou-se, na comparação grupo a grupo, que houve uma queda do número 
de linfócitos em todos os grupos (CTL: p<0,01 e grupos tratados: p<0,05 vs basal). Nos 
grupos CTL (p<0,05) e MIT (p<0,05) houve queda do número de leucócitos. No grupo 
CTL houve aumento do número de neutrófilos (p<0,05). No grupo CTL hove queda do 
número de monócitos (p<0,05). Comparando-se os valores basais, não houve diferença 
estatística entre os grupos em nenhum dos parâmetros analisados. Do mesmo modo, 
comparando-se os valores finais, não houve diferença estatística entre os grupos em 
nenhum dos parâmetros analisados. Os valores de referência para esta espécie animal 
estão listados na tabela 5. 
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Tabela 4. Hemograma dos grupos CTL, MIT, LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV, antes da 
cirurgia e após 4 semanas de tratamento 
 
 
 
    CTL 
               n=7 
 
           MIT 
   n=9 
 
    LDE-PTX/SC 
    n=9 
 
 
LDE-PTX/EV 
       n=9 
 
 
   Basal 
 
Final 
 
Basal 
 
Final 
 
Basal 
 
Final 
 
 
Basal 
 
Final 
 
Eritrócitos 
(milhões/mm3) 
6,10 
±0,70 
6,39 
±0,31 
6,08 
±0,67 
  5,67 
±0,64 
  5,89 
±1,06 
  5,98 
±0,95 
   5,81
±1,08 
  5,63 
±0,50 
 
Leucócitos 
(mil/mm3) 
10,6 
±1,8 
7,6 
±1,6 a 
12,2 
±3,3 
8,8 
±2,1 a  
9,7 
±2,5 
7,8 
±2,9  
 
8,4 
±2,3  
7,4 
±2,4 
 
Neutrófilos 
(mil/mm3) 
2,79 
±1,08 
3,32 
±1,40 a 
3,40 
±0,88 
3,59 
±1,62 
2,86 
±1,67 
3,40 
±1,47 
 
2,14 
±0,74 
2,79 
±1,32 
 
Linfócitos 
(mil/mm3) 
6,20 
±1,80 
3,42 
±0,94 b 
7,13 
±1,31 
5,10 
±1,26 a 
6,38 
±1,49 
4,03 
±1,61a 
 
5,47 
±1,74 
4,24 
±1,63a 
 
Monócitos 
(mil/mm3) 
0,37 
±0,17 
0,30 
±0,14 a 
0,38 
±0,14 
0,23 
±0,11 
0,34 
±0,18 
0,24 
±0,18 
 
0,29 
±0,13 
0,23 
±0,13 
          
 
a p<0,05 vs basal ; b p<0,01 vs basal 
 
 
 
Tabela 5. Valores de referência para hemograma em coelhos 
(Gillet, CS (1994). In: The Biology of the Laboratory Rabbit 2ª. ed 257) 
 
 
Eritrócitos  4-7 milhões/mm3 
Leucócitos  5-12 mil/mm3 
Neutrófilos  30-50% 
Linfócitos  30-60% 
Monócitos  2-10% 
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4.3. Indicadores clínicos de sucesso da TREC 
 
4.3.1. Evolução da pressão intraocular 
Os resultados da PIO média demonstraram um comportamento 
estatisticamente diferente entre os grupos (p=0,039), ao longo dos momentos de 
avaliação. Houve uma queda significativa da PIO em todos os grupos do dia 1 em 
comparação ao pré-operatório (p<0,001). Ao terceiro dia, as PIOs médias mantiveram-se 
significativamente menores que o pré-operatório em todos os grupos (CTL: p=0,011; 
MIT: p=0,007; LDE-PTX/SC: p<0,001 e LDE-PTX/EV: p<0,001).  A partir do dia 3, 
houve, em todos os grupos, aumento gradativo da PIO, mas não diferindo entre os dias e 
grupos de tratamento. Ao final de 28 dias, não houve diferença entre as PIOs médias de 
todos os grupos (Tabela 6, Tabela 7 e Figura 12). 
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Tabela 6. Evolução da PIO dos grupos CTL, MIT, LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV  
(PIO mmHg; média + desvio-padrão) 
 
Basal 
m+DP  12,5+1,7      12,4+1,6                       12,6+1,4         12,2+2 
Dia 1 
                                  a                                 a                                   a                                              a   
m+DP                   4,5+1,4                        5+1,5                          6,4+2,1                                   5,4+2,3 
Dia 3 
                                  c                                 b                                    a                                             a 
m+DP                   8,5+2,6                       8,8+3,3                         6,9+2,2         5,5+2,1 
Dia 7 
m+DP    10,3+1          9,8+1,4      9,5+2           9,9+1 
Dia 14 
m+DP   10+0,9          10,6+2,3      9,3+1,5                                  9,6+2,1  
Dia 21   
m+DP  10,2+0,9          11+1,8      9,6+1,1         10,6+1,7 
Dia 28  
m+DP  10,3+1,4            9,9+2      10,1+1,7         10,2+1,5 
_____________________________________________________________________________________ 
a=p<0,001 vs basal;b=p<0,01 vs basal; c=p<0,05 vs basal  
p grupo=0,484; p momento<0,001 
 
 
 
Dia    CTL 
   (n=7) 
             MIT 
            (n=9) 
     LDE-PTX/SC 
           (n=9) 
LDE-PTX/EV 
(n=9) 
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Tabela 7. Resultado das comparações múltiplas da PIO entre os grupos em cada 
momento de avaliação 
 
Momento Comparação grupos  Diferença média/erro padrão  p 
                            CTL – MIT                                                    0,06/0,92                                     > 0,999 
                            CTL – LDE-PTX/SC                                    -0,12/0,92                                     > 0,999 
Basal                   CTL – LDE-PTX/EV                                     0,24/0,92                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/SC                                     0,17/0,86                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/EV                                     0,18/0,86                                     > 0,999 
                            LDE-PTX (SC vs EV)                                   0,36/0,86                                     > 0,999 
 
                            CTL – MIT                                                   -0,41/0,92                                    > 0,999 
                            CTL – LDE-PTX/SC                                   -1,83/0,92                                     > 0,999 
Dia 1                   CTL – LDE-PTX/EV                                   -0,81/0,92                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/SC                                   -1,42/0,86                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/EV                                   -0,40/0,86                                     > 0,999 
                            LDE-PTX (SC vs EV)                                  1,02/0,86                                     >  0,999 
  
                            CTL – MIT                                                  -0,35/0,92                                     > 0,999 
                            CTL – LDE-PTX/SC                                    1,55/0,92                                     > 0,999 
Dia 3                   CTL – LDE-PTX/EV                                    2,92/0,92                                        0,604 
                            MIT – LDE-PTX/SC                                    1,89/0,86                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/EV                                    3,26/0,86                                        0,061 
                            LDE-PTX (SC vs EV)                                  1,37/0,86                                     > 0,999 
 
                            CTL – MIT                                                   0,48/0,92                                     > 0,999 
                            CTL – LDE-PTX/SC                                    0,78/0,92                                     > 0,999 
Dia 7                   CTL – LDE-PTX/EV                                    0,46/0,92                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/SC                                    0,30/0,86                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/EV                                   -0,02/0,86                                    > 0,999 
                            LDE-PTX (SC vs EV)                                 -0,33/0,86                                    > 0,999 
 
                            CTL – MIT                                                 -0,66/0,92                                     > 0,999 
                            CTL – LDE-PTX/SC                                   0,67/0,92                                     > 0,999 
Dia 14                 CTL – LDE-PTX/EV                                   0,33/0,92                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/SC                                   1,33/0,86                                     > 0,999 
                            MIT – LDE-PTX/EV                                   0,99/0,86                                     > 0,999 
                            LDE-PTX (SC vs EV)                                -0,35/0,86                                     > 0,999 
  
                             CTL – MIT                                                -0,79/0,92                                     > 0,999 
                             CTL – LDE-PTX/SC                                  0,57/0,92                                     > 0,999 
Dia 21                  CTL – LDE-PTX/EV                                -0,45/0,92                                      > 0,999 
                             MIT – LDE-PTX/SC                                  1,36/0,86                                      > 0,999 
                             MIT – LDE-PTX/EV                                  0,33/0,86                                      > 0,999 
                             LDE-PTX (SC vs EV)                               -1,03/0,86                                      > 0,999 
 
                             CTL – MIT                                                  0,40/0,92                                     > 0,999 
                             CTL – LDE-PTX/SC                                   0,20/0,92                                     > 0,999 
Dia 28                  CTL – LDE-PTX/EV                                   0,04/0,92                                     > 0,999 
                             MIT – LDE-PTX/SC                                  -0,20/0,86                                     > 0,999 
                             MIT – LDE-PTX/EV                                  -0,36/0,86                                     > 0,999 
                             LDE-PTX (SC vs EV)                                -0,16/0,86                                     > 0,999 
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Figura 12. Gráfico de evolução da PIO durante o período experimental 
(média + desvio-padrão) 
 
 
4.3.2. Evolução da bolha filtrante e da profundidade de câmara anterior 
Os indicativos clínicos utilizados para avaliação da funcionalidade das 
TRECs: a altura da bolha filtrante, a profundidade da câmara anterior, e as comparações 
entre os grupos estão demonstrados, respectivamente, nas tabelas 8 e 9. 
A altura das bolhas apresentou redução significativa ao longo dos dias de 
avaliação a partir do 14º dia em relação aos dias precedentes nos grupos CTL e LDE-
PTX/EV, e a partir do 21° dia nos grupos MIT e LDE-PTX/SC (Tabela 8 e Tabela 9). No 
estudo comparativo entre os grupos, somente nas avaliações das segunda e terceira 
semanas os grupos tratados apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo 
CTL; entretanto, no dia 28, não havia mais essa diferença entre os grupos. Em nenhum 
momento de comparação, houve diferença estatística entre os grupos MIT, LDE-PTX/SC 
e LDE-PTX/EV (Tabela 9; Figura 13). 
Em relação à evolução da profundidade da câmara anterior no decorrer do 
tempo do experimento, em todos os grupos, a partir do dia 7, já foi possível identificar 
aumento significativo no grau de profundidade das câmaras anteriores em relação aos 
primeiros dias de pós-operatório (p< 0,05 vs dia 1 e dia 3). Não houve diferenças 
estatisticamente significativas no estudo comparativo entre os grupos em nenhum 
intervalo de avaliação (Tabela 10 e Tabela 11). 
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Tabela 8. Evolução da altura das bolhas filtrantes dos grupos CTL, MIT, LDE-PTX 
/SC e LDE-PTX/EV (n (%)) 
 
Dia 1  
plana                           0(0)                                0(0)                              0(0)                                   0(0) 
f.baixa<1mm              0(0)                                0(0)                              0(0)                                   0(0) 
elevada<2mm             0(0)                                0(0)                              0(0)                                   0(0) 
alta >2mm                  7(100)                            9(100)                          9(100)                               9(100) 
 
Dia 3  
plana                           0(0)                                0(0)                              0(0)                                   0(0) 
f.baixa<1mm              0(0)                                0(0)                              0(0)                                   0(0)     
elevada<2mm             3(42,9)                           0(0)                           0(0)                                   0(0) 
alta>2mm                   4(57,1)                           9(100)                           9(100)                          9(100) 
 
Dia 7 
Plana                           0(0)                                0(0)                             0(0)                                    0(0) 
f.baixa <1mm        2(28,6)                           0(0)                             1(11,1)                               0(0) 
elevada<2mm             0(0)                               1(11,1)                         1(11,1)                               2(22,2) 
alta>2mm                   5(71,4)                  8(88,9)            7(77,8)             7(77,8) 
 
Dia 14                   
                                      a                                   ***              ***                           a *** 
plana                          6(85,7)                           1(11,1)                         0(0)                                   3(33,3) 
f.baixa<1mm             1(14,3)                            0(0)                             2(22,2)                              2(22,2) 
elevada<2mm            0(0)                                5(55,6)                         5(55,6)                              3(33,3) 
alta>2mm                  0(0)                                 3(33,3)                         2(22,2)                             1(11,1) 
 
Dia 21     
                                      a         a  **                a  **                            a  * 
plana                          7(100)                            4(44,4)                         4(44,4)            6(66,7) 
f.baixa <1mm             0(0)                               2(22,2)                         1(11,1)                              0(0) 
elevada<2mm             0(0)                               3(33,3)                         4(44,4)                              2(22,2) 
alta>2mm                   0(0)                                0(0)                              0(0)                                  1(11,1) 
 
Dia 28   
                                      a                                    a                 a                             a 
Plana                      7(100)                            8(88,9)                         7(77,8)                              9(100) 
f.baixa<1mm        0(0)                   0(0)                          2(22,2)                         0(0) 
elevada<2mm        0(0)                   1(11,1)            0(0)            0(0) 
alta>2mm                   0(0)                                0(0)                              0(0)                                   0(0)  
 
 
a=p<0,001 vs d1;***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 vs controle; p grupo=0,276; p momento: <0,001 
  
Dia 
CTL 
(n=7) 
MIT 
(n=9) 
LDE-PTX/SC 
(n=9) 
 
LDE-PTX/EV 
(n=9) 
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Tabela 9. Resultado das comparações múltiplas da altura das bolhas filtrantes entre os 
grupos em cada momento de avaliação 
 
 
Momento           Comparação grupos      Diferença média/                           p 
      erro padrão 
    
                                   CTL – MIT                                                     0,00/0,58                            > 0,999 
                                   CTL – LDE-PTX/SC                                      0,00/0,58                            > 0,999 
Dia 1                          CTL – LDE-PTX/EV                                      0,00/0,58                            > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/SC                                      0,00/0,54                            > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/EV                                      0,00/0,54                            > 0,999 
                                   LDE-PTX (SC vs EV)                                    0,00/0,54                            > 0,999 
 
                                   CTL – MIT                                                     -0,43/0,55                           > 0,999 
                                   CTL – LDE-PTX/SC                                      -0,43/0,55                           > 0,999 
Dia 3                          CTL – LDE-PTX/EV                                      -0,43/0,55                           > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/SC                                        0,00/0,54                           > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/EV                                        0,00/0,54                              0,061 
                                   LDE-PTX (SC vs EV)                                      0,00/0,54                           > 0,999 
 
                                   CTL – MIT                                                      -0,43/0,54                           > 0,999 
                                   CTL – LDE-PTX/SC                                      -0,24/0,53                            > 0,999 
Dia 7                          CTL – LDE-PTX/EV                                      -0,35/0,53                            > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/SC                                        0,22/0,52                            > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/EV                                        0,11/0,52                            > 0,999 
                                   LDE-PTX (SC vs EV)                                     -0,11/0,51                            > 0,999 
  
                                   CTL – MIT                                                      -1,97/ 0,33                           < 0,001 
                                   CTL – LDE-PTX/SC                                       -1,86/0,32                            < 0,001 
Dia 14                        CTL – LDE-PTX/EV                                       -1,08/0,26                               0,009 
                                   MIT – LDE-PTX/SC                                         0,11/0,45                            > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/EV                                         0,89/0,40                            > 0,999 
                                   LDE-PTX (SC vs EV)                                       0,78/0,39                            > 0,999 
 
                                   CTL – MIT                                                       -0,89/0,21                               0,005 
                                   CTL – LDE-PTX/SC                                        -1,00/0,22                               0,001 
Dia 21                        CTL – LDE-PTX/EV                                        -0,78/0,19                               0,016 
                                   MIT – LDE-PTX/SC                                        -0,11/0,30                            > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/EV                                         0,11/0,28                            > 0,999 
                                   LDE-PTX (SC vs EV)                                       0,22/0,29                            > 0,999 
  
                                   CTL – MIT                                                       - 0,22/0,10                            > 0,999 
                                   CTL – LDE-PTX/SC                                        -0,22/0,10                             > 0,999 
Dia 28                        CTL – LDE-PTX/EV                                         0,00/0,00                             > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/SC                                          0,00/0,15                             > 0,999 
                                   MIT – LDE-PTX/EV                                         0,22/0,10                             > 0,999 
                                   LDE-PTX (SC vs EV)                                       0,22/0,10                              > 0,999 
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Tabela 10. Evolução da profundidade da câmara anterior dos grupos CTL, MIT, LDE-
PTX/SC e LDE-PTX/EV (n (%)) 
 
 
 
Dia 1  
plana                         7(100)                    9(100)                           9(100)                            7(77,8) 
rasa        0(0)          0(0)     0(0)               2(22,2) 
profunda       0(0)                        0(0)                               0(0)                               0(0) 
 
Dia 3 
plana       5(71,4)                    7(77,8)                  9(100)                            7(77,8) 
rasa                           2(28,6)         2(22,2)                          0(0)                                2(22,2) 
profunda                   0(0)                         0(0)                               0(0)                                0(0) 
 
Dia 7                             
                                  a                              b                                    a  
plana                         0(0)           4(44,4)                          3(33,3)                          3(33,3) 
rasa                           5(71,4)                     5(55,6)                          6(66,7)                          6(66,7) 
profunda                   2(28,6)                     0(0)                               0(0)                               0(0) 
 
Dia 14                           
                                   a                              a                                    a                                   a  
plana                         0(0)                          0(0)                               0(0)                               0(0) 
rasa                           0(0)                          6(66,7)                          8(88,9)                          3(33,3) 
profunda                   7(100)                      3(33,3)                          1(11,1)                          6(66,7) 
 
Dia 21                          
                                   a                              a                                    a                                    a  
plana                         0(0)                          0(0)                               0(0)                                0(0)       
rasa                           0(0)                          1(11,1)                          2(22,2)                           2(22,2) 
profunda                   7(100)                      8(88,9)                          7(77,8)                           7(77,8) 
 
Dia 28                          
                                   a                              a                                    a                                     a  
plana                         0(0)                          0(0)                               0(0)                                 0(0) 
Rasa                          0(0)                          0(0)                               0(0)                                 0(0) 
profunda                   7(100)                      9(100)                           9(100)                             9(100) 
 
 
a=p<0,001 vs d1;b=p<0,001 vs d1; p grupo=0,321; p momento: <0,001 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dia 
   CTL 
(n=7) 
MIT 
(n=9) 
LDE-PTX/SC 
(n=9) 
LDE-PTX/EV 
(n=9) 
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Tabela 11. Resultado das comparações múltiplas da profundidade da câmara anterior 
entre os grupos em cada momento de avaliação 
 
Momento               Comparação grupos  Diferença média/                           p 
erro padrão    
 
                                    CTL – MIT                                            0,00/0,00                                >0,999 
                                    CTL – LDE-PTX/SC                             0,00/0,00                                >0,999 
Dia 1                           CTL – LDE-PTX/EV                           -0,22/0,08                                >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/SC                             0,00/0,00                                >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/EV                            -0,22/0,08                               >0,999 
                                    LDE-PTX (SC vs EV)                          -0,22/0,08                               >0,999 
 
                                    CTL – MIT                                            0,06/0,13                                >0,999 
                                    CTL – LDE-PTX/SC                             0,29/0,10                                >0,999 
Dia 3                           CTL – LDE-PTX/EV                            0,06/0,13                                >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/SC                             0,22/0,08                                >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/EV                             0,00/0,11                                >0,999 
                                    LDE-PTX (SC vs EV)                          -0,22/0,08                                >0,999 
 
                                    CTL – MIT                                            0,73/0,24                                   0,694 
                                    CTL – LDE-PTX/SC                             0,62/0,25                                >0,999 
Dia 7                           CTL – LDE-PTX/EV                             0,62/0,25                                >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/SC                            -0,11/0,18                                >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/EV                            -0,11/0,18                                >0,999 
                                    LDE-PTX (SC vs EV)                           0,00/0,19                                >0,999 
 
                                    CTL – MIT                                             0,67/0,32                               >0,999 
                                    CTL – LDE-PTX/SC                              0,89/0,31                               >0,999 
Dia 14                         CTL – LDE-PTX/EV                             0,33/0,34                                >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/SC                              0,22/0,25                               >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/EV                            -0,33/0,28                               >0,999 
                                    LDE-PTX (SC vs EV)                           -0,56/0,27                              >0,999 
 
                                    CTL – MIT                                             0,11/0,34                               >0,999 
                                    CTL – LDE-PTX/SC                              0,22/0,34                               >0,999 
Dia 21                         CTL – LDE-PTX/EV                              0,22/0,34                               >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/SC                              0,11/0,31                               >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/EV                              0,11/0,31                               >0,999 
                                    LDE-PTX (SC vs EV)                            0,00/0,31                               >0,999 
 
                                    CTL – MIT                                              0,00/0,35                               >0,999 
                                    CTL – LDE-PTX/SC                               0,00/0,35                               >0,999 
Dia 28                         CTL – LDE-PTX/EV                               0,00/0,35                               >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/SC                               0,00/0,33                               >0,999 
                                    MIT – LDE-PTX/EV                               0,00/0,33                               >0,999 
                                    LDE-PTX (SC vs EV)                             0,00/0,33                               >0,999 
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Figura 13. Bolhas filtrantes após TRECs. Os olhos foram fotografados nos PO1 
(A1-D1), PO3 (A2-D2), PO7 (A3-D3), PO14 (A4-D4), PO21 (A5-D5), e PO28 (A6-
D6). Os animais são representativos de todos os grupos no tempo de duração do 
experimento (A=CTL; B=MIT; C=LDE-PTX/SC; D=LDE-PTX/EV). 
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O tempo de falência das bolhas filtrantes foi estatisticamente diferente entre 
os grupos (p < 0,001), sendo que no grupo controle o tempo foi significativamente menor 
que nos grupos tratados. Entre o grupo MIT e os que utilizaram a LDE-PTX, não houve 
diferença estatisticamente significativa no tempo de falha das bolhas (p>0,05) (Tabela 12 
e Figura 14). 
 
Tabela 12. Estimativa dos tempos de falha das bolhas segundo grupos e resultado do 
teste comparativo (mediana; erro padrão; intervalo de confiança) 
 
Grupo            Mediana      Erro padrão     Intervalo de confiança 95%                   p 
CTL                 14                      #         1,95 – 30,04 
MIT                 28                    1,65                      padrão 
                                                                                                                                                             < 0,001 
LDE-PTX/SC                              28                    2,91                   0,30 – 2,30 
LDE-PTX/EV                              21                    3,30         0,60 – 4,07  
Teste de log-rank; # não estimado 
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Figura 14. Estimativa de sobrevida das bolhas filtrantes por meio da função Kaplan-
-Meier segundo grupos estudados (log-rank=20,6) (p<0,001) 
 
4.4. Indicadores histológicos de toxicidade de conjuntiva e corpo ciliar 
 
4.4.1. Toxicidade conjuntival e células caliciformes 
A tabela 13 demonstra os resultados dos parâmetros utilizados para a 
estimativa da toxicidade conjuntival e do número de células caliciformes. O grupo MIT 
apresentou maior grau de toxicidade conjuntival comparativamente ao grupo CTL 
(p=0,006), evidenciada por um maior número de olhos com alteração moderada a intensa 
da estrutura conjuntival, além de uma redução significativa do número de células 
caliciformes. Por outro lado, as alterações estruturais conjuntivais apresentadas pelos 
grupos LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV foram significativamente menores do que a do 
grupo MIT (p<0,001) e semelhantes ao grupo CTL (p>0,05).  
O número de células caliciformes foi estatisticamente menor nos grupos MIT 
e LDE-PTX/SC, em comparação ao grupo CTL. Os grupos tratados com LDE-PTX 
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demonstraram um maior número de células caliciformes em comparação ao grupo MIT 
(SC: p=0,016 e EV: p<0,001).  
A figura 15 mostra a conjuntiva dos animais submetidos à trabeculectomia. 
Os grupos CTL, LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV apresentaram epitélio conjuntival 
preservado, com mínimo espessamento, indicando baixa toxicidade conjuntival, assim 
como a preservação do número normal de células caliciformes. O grupo MIT apresentou 
alterações histológicas como atrofia epitelial e afinamento estromal, e diminuição 
expressiva da quantidade de células caliciformes, demonstrando alterações moderadas a 
severas da estrutura conjuntival.  
 
Tabela 13. Toxicidade conjuntival e número de células caliciformes 
 
* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CTL 
+ p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001 vs MIT 
 
 
CTL 
 (n=7) 
MIT 
(n=9) 
LDE-PTX/SC 
  (n=9) 
 LDE-PTX/EV 
     (n=9) 
p 
Toxicidade conjuntival, n(%)  
 
  ** 
 
    +++ 
 
   +++ 
    <0.001 
Alteração mínima 3 (42.9)   0 (0) 7 (77.8)    8 (88.9)  
Alteração moderada  4 (57.1)   0 (0) 2 (22.2)    1 (11.1)  
Alteração moderada à intensa 0 (0)   8 (88.9)     0 (0)    0 (0)  
Alteração severa 0 (0)   1 (11.1)     0 (0)    0 (0)  
Células caliciformes  
 
  *** 
 
    ** ++ 
 
   +++ 
    <0.001 
Média (SD) 20.9 (9.7)   2.5(1.6)  11.6 (3.4) 16.4(3.4)  
Mediana  
(min.; máx.) 
   19.3 
(10;41.4) 
      2  
(0.6; 5.6) 
    10.6  
(7.9; 17.3) 
    17.5 
(11.8;20.9) 
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Figura 15. Conjuntiva e as células caliciformes dos grupos CTL (A), MIT (B), LDE-
PTX/SC (C) e LDE-PTX/EV (D). As setas brancas indicam as células caliciformes. As 
setas pretas indicam a atrofia do epitélio conjuntival no grupo MIT. Observa-se que a 
espessura do epitélio é normal nos grupos CTL e LDE-PTX (SC e EV), contendo duas 
ou mais camadas de células epiteliais (epitélio colunar estratificado não queratinizado) 
(Coloração HE; aumento=40X) 
 
4.4.2. Toxicidade no corpo ciliar 
O grupo MIT apresentou maior toxicidade no corpo ciliar do que o grupo 
CTL, evidenciado pelo maior edema estromal (p=0,022), maior congestão (p<0,001), 
maior diminuição da altura e da desorganização do epitélio ciliar (p<0,001) (Tab 9; Fig 
6). Os grupos LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV apresentaram edema estromal, 
congestão/hemorragia e altura/desorganização do epitélio ciliar significantemente 
menores do que no grupo MIT (p<0,01). Esses dois grupos não apresentaram diferenças 
estatisticamente significativas em relação ao grupo CTL ou entre si (Tabela 14 e Figura 
16). Em relação às médias de tipos celulares e fibrina no corpo ciliar, não houve diferença 
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 estatisticamente significativa dos grupos tratados em relação ao grupo CTL ou entre si 
(tabela 14). 
 
Tabela 14. Parâmetros indicativos de toxicidade do corpo ciliar 
 
CTL 
(n=7) 
   MIT 
    (n=9) 
LDE-PTX 
/SC 
(n=9) 
LDE-PTX 
/EV 
   (n=9) 
 p 
Diminuição da Altura/ 
desorganização do Epitélio 
 Ciliar 
       ***    ++    +++  <0.001 
Mínima (n(%)) 7 (100) 0 (0) 5 (55.6) 8 (88.9)  
Média (n(%)) 0 (0) 0 (0) 4 (44.4) 1 (11.1)  
Moderada (n(%)) 0 (0) 5 (55.6) 0 (0) 0 (0)  
Grave (n(%)) 0 (0) 4 (44.4) 0 (0) 0 (0)  
Congestão/ Hemorragia  *** ++ ++   <0.001 
Mínima (n(%)) 6 (85.7) 0 (0) 2 (22.2) 4  4 (44.4)  
Média (n(%)) 1 (14.3) 1 (11.1) 7 (77.8) 3  3 (33.3)  
Moderada (n(%)) 0 (0) 3 (33.3) 0 (0)                     2  2 (22.2)  
Grave (n(%)) 0 (0)  5 (55.6)  0 (0) 0 (0)  
Edema Estromal  ** ++ ++    <0.001 
Ausente (n(%)) 5 (71.4) 1 (11.1) 8 (88.9) 9 (100)  
Mínimo (n(%)) 2 (28.6) 5 (55.6) 1 (11.1) 0 (0)  
Médio  (n(%)) 0 (0) 3 (33.3) 0 (0) 0 (0)  
Tipos Celulares/Fibrina      
Neutrófilos (média±DP) 0±0 0,22±0,67 0±0 0±0    0,427 
Eosinófilos (média±DP) 0±0 0±0 0±0 0±0  >0,999 
Linfócitos (média±DP) 0,57±0,54 0,44±0,53 0,67±0,71 0,67±0,50    0,829 
Macrófagos (média±DP) 0,29±0,49 0,56±0,88 0,67±0,50 0,44±0,73    0,557 
Células Plasmáticas 
(média±DP) 
0±0 0,67±1,32 0,11±0,33 0±0    0,257 
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(continuação) 
 
Células Gigantes (média±DP) 
 
 
0±0 
 
 
0±0 
 
 
0,11±0,33 
 
 
0±0 
 
 
0,427 
Fibrócitos (média±DP) 1,00±0,58 1,22±0,67 0,78±0,44 0,67±0,50 0,191 
Fibrina (média±DP) 0±0 0±0 0±0 0±0 0,999 
 
* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CTL; + p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001 vs MIT 
 
 
 
Figura 16. Corpo ciliar dos grupos CTL (A), MIT (B), LDE-PTX/SC (C) e LDE-
PTX/EV (D). Observa-se a diminuição da altura e desorganização da bicamada do 
epitélio ciliar no grupo MIT (setas negras) e a congestão intensa e edema na região 
estromal neste grupo (setas brancas). (Coloração HE; aumento=40X) 
 
4.5. Resultados da análise histológica geral 
A tabela 15 lista os resultados dos seguintes parâmetros, avaliados no sítio 
cirúrgico: número de fibroblastos, tecido fibrótico, organização do colágeno e densidade 
do colágeno subconjuntival, densidade de vasos sanguíneos, edema intersticial, e número 
de células mononucleares. 
 
A B 
C D 
80 
 
 
 
Tabela 15. Variáveis histológicas indicativas de atividade cicatricial nos grupos CTL, 
MIT, LDE-PTX (SC e EV) 
 
 
CTL 
n=7 
MIT 
n=9 
  LDE-PTX 
  /SC 
   n=9 
LDE-PTX 
/EV 
 n=9 
       p 
Fibroblastos (n(%))      ***     **    ** <0.001 
Envolvendo menos de  
50% de tecido 
    0 (0)   9 (100) 8 (88.9) 7 (77.8)  
Envolvendo entre de  
50% - 80% de tecido 
    4 (57.1)   0 (0) 1 (11.1) 2 (22.2)  
Envolvendo mais de  
80% de tecido 
    3 (42.9)   0 (0) 0 (0) 0 (0)  
Fibrose (% de tecido 
fibrótico) (n(%)) 
 no campo) (n(%)) 
     *** ***  ** <0,001 
Negativo – se inferior  
a 10% 
    0 (0)   2 (22.2) 0 (0) 0 (0)  
Leve – 10% a 25%     0 (0)   6 (66.7) 9 (100) 6 (66.7)  
Moderada – entre 26-75%     3 (42.9)   1 (11.1) 0 (0) 3 (33.3)  
Severa – mais de 75% de  
tecido conjuntival fibroso 
    4 (57.1)    0 (0) 0 (0) 0 (0)  
Organização de 
Colágeno (n(%)) 
    ***  **   + <0.001 
Sem desorganização    5 (71.4)    0 (0) 0 (0) 0 (0)  
Fraca desorganização    1 (14.3)    0 (0) 0 (0) 2 (22.2)  
Moderada desorganização    1 (14.3)    4 (44.4) 6 (66.7) 7 (77.8)  
Forte desorganização     0 (0)    5(55.6) 3 (33.3) 0 (0)  
Densidade de colágeno 
subconjuntival (n(%)) 
     *** **   * + <0.001 
Densidade mínima     0 (0)    9 (100) 5 (55.6) 3 (33.3)  
Densidade leve      0 (0)    0 (0) 4 (44.4) 4 (44.4)  
Densidade moderada     2 (28.6)    0 (0) 0 (0) 2 (22.2)  
Densidade intensa     5 (71.4)    0 (0) 0 (0) 0 (0)  
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(continuação) 
Densidade de vasos 
sanguíneos  
por campo (n(%)) 
 
 
*** 
 
*** 
 
** 
 
<0.001 
1 a 5 vasos sanguíneos  0 (0) 9 (100) 9 (100) 8 (88.9)  
6 a 20 vasos sanguíneos 7 (100) 0 (0) 0 (0) 1 (11.1)  
Edema  (n(%))  * ** **   0.011 
Ausente 5 (71.4) 1 (11.1) 0 (0) 1 (11.1)  
Envolvendo menos de  
50% de tecido 
2 (28.6) 7 (77.8) 7 (77.8) 5 (55.6)  
Envolvendo entre de  
50% - 80% de tecido 
0 (0) 0 (0) 2 (22.2) 2 (22.2)  
Envolvendo mais de  
80% de tecido 
0 (0) 1 (11.1) 0 (0) 1 (11.1)  
Número de células 
mononucleadas  
 ** *** **   0.001 
Média±DP 9.8 (1.8) 4 (1.4) 3.7 (1.9) 4.3 (1.2)  
Mediana  
(min.;máx.) 
9.6 
(7.6;13) 
3.9 
(1.6;6.8) 
3.1 
(1.3;6.4) 
3.9 
(2.5;6.4) 
 
 
      * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CTL 
+ p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001 vs MIT 
 
 
4.5.1. Fibroblastos 
A maioria dos animais dos três grupos tratados apresentou menor área 
tecidual com fibroblastos do que o grupo CTL (CTL vs MIT: p<0,001; CTL vs LDE-
PTX/SC: p=0,001; CTL vs LDE-PTX (V): p=0,004) (tabela 15). 
Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos tratados 
(MIT vs LDE-PTX/SC: p=0,706; MIT vs LDE-PTX/EV: p=0,450; LDE-PTX (SC vs 
EV): p=0,706) quanto à área ocupada por fibroblastos. 
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4.5.2. Fibrose 
A maioria dos animais (acima de 67%) dos grupos MIT e LDE-PTX/EV e 
todos os animais tratados com a LDE-PTX/SC apresentaram deposição leve de tecido 
fibrótico, enquanto todos os animais do grupo CTL apresentaram um índice maior de 
deposição de tecido fibrótico (p<0,001) (Tabela 15). Não houve diferenças 
estatisticamente significativas entre o grupo MIT e os grupos LDE-PTX (MIT vs LDE-
PTX/SC: p=0,826; MIT vs LDE-PTX/EV: p=0,214), ou entre os grupos LDE-PTX 
(p=0,306). 
 
4.5.3. Organização do colágeno 
Todos os grupos tratados demonstraram maior desorganização do colágeno 
que no grupo CTL, no qual 71,4% dos animais apresentaram colágeno intensamente 
organizado, ou seja, com fibras maduras, indicando fibrose estabelecida (Tabela 15). Os 
grupos MIT (p<0,001) e o grupo LDE-PTX/SC (p=0,001) apresentaram diferenças 
estatisticamente significativas em comparação ao grupo CTL, mas não houve diferença 
estatisticamente significativa entre os grupos LDE-PTX/EV e o CTL (p>0,05). Em 
comparação ao grupo MIT, não houve diferença com o grupo LDE-PTX/SC (p=0,526), 
mas sim com o grupo LDE-PTX/EV (p=0,036). 
 
4.5.4. Densidade do colágeno 
Todos os grupos tratados demonstraram menor densidade do colágeno do que 
no grupo CTL, no qual 71,4% dos animais apresentaram colágeno altamente denso 
(p<0,001), indicativo da presença de fibrose madura (Tabela 15). Houve diferença 
estatisticamente significativa entre o grupo MIT e o grupo LDE-PTX/EV (p=0,034), 
enquanto na comparaççai entre o grupo MIT e o grupo LDE-PTX/SC não houve diferença 
estatisticamente significativa (p=0,223). O grupo MIT demonstrou a presença de um 
colágeno desorganizado, com fibras encurtadas, apontando para todas as direções, e 
minimamente denso. Nos grupos LDE-PTX os graus de organização e densidade do 
colágeno foram similares ao grupo MIT (Figura 17). 
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Figura 17. Organização e densidade do colágeno no espaço subconjuntival do sítio 
cirúrgico dos grupos CTL (A), MIT (B), LDE-PTX/SC (C) e LDE-PTX/EV (D). 
Observa-se a coloração azul mais clara indicando menor densidade tecidual e fibras do 
colágeno neoformado desorganizadas nos três grupos tratados, características mais 
pronunciadas nos grupos MIT e LDE-PTX/SC.  No grupo CTL o colágeno é denso e 
organizado (Coloração tricrômio de Masson; 40X) 
 
4.5.5. Densidade de vasos sanguíneos 
Como mostrado na tabela 15, todos os grupos tratados apresentaram menor 
número de vasos sanguíneos em comparação ao grupo CTL (p<0,001 vs MIT e LDE-
PTX/SC, p=0,002 vs LDE-PTX/EV), mas os grupos LDE-PTX não apresentaram 
diferenças quando comparados ao grupo MIT (MIT vs SC p>0,999; MIT vs EV p=0,678). 
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Figura 18. Edema intersticial no espaço subconjuntival do sítio cirúrgico dos grupos 
CTL (A), MIT (B), LDE-PTX/SC (C) e LDE-PTX/EV (D). Observam-se as lacunas no 
interstício no espaço subconjuntival, demonstrando filtração através das fibras do tecido 
neoformado nos grupos tratados e menor edema tecidual no grupo CTL (ColoraçãoH.E.; 
40X) 
 
4.5.6. Edema no sítio cirúrgico  
Os grupos MIT, LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV apresentaram maior edema 
no sítio cirúrgico que o grupo CTL (p=0,009; p=0,008 e p=0,037, respectivamente) 
(Tabela 15). Os grupos LDE-PTX não apresentaram diferença em comparação ao grupo 
MIT (MIT vs SC p=0,567; MIT vs EV p=0,543) (Figura 18). 
 
4.5.7. Número de células mononucleares  
Como observado na tabela 15, houve uma diminuição estatisticamente 
significativa do número de células mononucleares, característica de processo inflamatório 
crônico, em todos os grupos tratados em comparação ao grupo controle (p=0,001 vs MIT, 
p<0,001 vs LDE-PTX/SC e p=0,002 vs LDE-PTX/EV). Não houve diferença 
A 
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estatisticamente significativa na comparação entre o grupo MIT e os grupos tratados com 
LDE-PTX (MIT vs SC p=0,473; MIT vs EV p=0,864). 
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5.  DISCUSSÃO GERAL 
 
Atualmente, a trabeculectomia ainda é a cirurgia antiglaucomatosa 
considerada padrão-ouro e amplamente difundida em todo o mundo1,3,6. A sobrevida da 
trabeculectomia é totalmente dependente da permanência da fístula cirurgicamente 
criada. Portanto, é universalmente reconhecida como a causa da falência das fístulas 
cirúrgicas a sua obstrução causada pela deposição de tecido cicatricial no sítio 
operatório225. Como já mencionado, o processo de cicatrização após as trabeculectomias 
é complexo e envolve múltiplas vias vasculares e celulares com interações ainda não 
totalmente compreendidas30. Muitos agentes antifibróticos foram propostos para a 
promoção da modulação cicatricial, com variadas taxas de sucesso30. Devido à natureza 
multifatorial do processo cicatricial, é provável que, em um futuro próximo, até mesmo 
mais de um agente antifibrótico tenha que ser utilizado simultânea ou sequencialmente, 
direcionados segundo suas características farmacológicas, para alvos bioquímicos e 
celulares diferentes23,226, para se atingir a taxa de sucesso a longo prazo almejada. 
Dentre os agentes antifibróticos disponíveis, o 5-FU e a MMC são os mais 
empregados, sendo esta última a preferência da maioria dos cirurgiões que realizam a 
CFG38, embora seja também a MMC a responsável por complicações adversas advindas 
de seu alto poder antimitótico e alta toxicidade245. Enquanto o uso concomitante de 5-FU 
ou MMC nas TRECs sejam práticas reconhecidas e eficazes, a exploração de utilização 
de outros agentes para obter sucesso cirúrgico e, ao mesmo tempo, diminuir o risco de 
complicações pós-operatórias é uma necessidade unânime. A combinação de agentes 
antifibróticos, a dosagem, e a via de administração que proporcionem o melhor resultado 
cirúrgico, com mínimos efeitos adversos ainda não estão estabelecidas e compõem uma 
área ampla de pesquisa. 
Estudos prévios demonstraram que uma nanoemulsão rica em colesterol 
chamada LDE, que é similar à estrutura molecular da LDL é reconhecida e ligada à 
receptores de LDL, após a injeção na corrente sanguínea183, e subsequentemente 
internalizada nas células ávidas por colesterol, por endocitose, para a fabricação de novas 
membranas celulares. Em estados inflamatórios e de alta demanda por proliferação 
celular, como no câncer, a superexpressão dos receptores de LDL existe181,182,194, e se 
torna um interessante mecanismo para a criação de estratégias terapêuticas. Há diversos 
estudos publicados, em animais e humanos, demonstrando ser possível a incorporação de 
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drogas de alto poder terapêutico pela nanoemulsão lipídica, inclusive quimioterápicos de 
reconhecida atividade antiproliferativa, como, por exemplo, o paclitaxel170,171, a 
carmustina177, etoposídeo185 e o metrotexate189.  Esses quimioterápicos, inerentemente 
tóxicos, quando associados à LDE, demonstraram resultados surpreendentes em termos 
de eficácia e diminuição de toxicidade170,171,177,183,186, com efeitos colaterais desprezíveis. 
Portanto, a abrangência da utilização da LDE talvez seja maior que a já significativa 
quantidade de publicações sobre sua utilização em estudos experimentais e ensaios 
clínicos170-191, potencialmente incluindo a oftalmologia. 
Shao e colaboradores provaram, experimentalmente, a superexpressão dos 
receptores de LDL em fibroblastos ativados164. Dentre as drogas que já puderam ser 
incorporadas à LDE está o paclitaxel170-172,178,185, que já demonstrou atividade 
antifibrótica similar à da MMC107,109,110, embora com instabilidade farmacológica que 
impediu o seu uso como droga isolada substituta. Por esses motivos, decidimos realizar, 
segundo nosso conhecimento, o primeiro estudo experimental da LDE associada ao 
paclitaxel como agente antifibrótico nas TRECs, para testar sua eficácia antifibrótica e a 
possível menor toxicidade aos tecidos oculares. Vale lembrar a baixíssima toxicidade 
demonstrada em outros estudos que empregaram a mesma droga, em outras áreas da 
medicina170,171,176,177,183,186,188. 
Além da aplicação local – a tradicional via de utilização de agentes 
antifibróticos (como no caso da mitomicina-C), outra via de administração, a sistêmica, 
foi testada. Nossa escolha foi baseada na segurança e eficácia demonstradas nos estudos 
já realizados com a LDE associada ao paclitaxel 170-172,178,185, na tentativa de possibilitar 
sua chegada aos tecidos oculares pela corrente sanguínea, por dois possíveis mecanismos: 
a melhor distribuição da droga por estar incorporada à uma nanoemulsão e pela quebra 
da barreira hemato-ocular associada à hipotonia e inflamação. A quebra da barreira 
hemato-ocular pode ocorrer, em diferentes níveis após o trauma cirúrgico e a hipotensão 
ocular geralmente acontece no período pós-operatório inicial. Essas condições, aliadas à 
alta especificidade da nanoemulsão lipídica por tecidos em proliferação, seriam propícias 
para o uso deste agente antifibrótico, não somente por via local, mas também, 
sistemicamente, como aditivo ao agente antifibrótico aplicado na área subconjuntival, ou 
talvez até como via substituta, caso a eficácia da injeção endovenosa se mostrasse 
comparável à aplicada no sítio operatório. 
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Em nosso estudo, não houve um comportamento evolutivo da PIO que 
demonstrasse um efeito hipotensor acentuado após a trabeculectomia em comparação aos 
níveis de PIO basais. O aumento da PIO ficou evidenciado, em todos os grupos, a partir 
da primeira semana de pós-operatório, o que nos faz pressupor o início do processo 
cicatricial já provocando o fechamento gradativo da fístula cirúrgica. Não foram 
encontradas, porém, diferenças significativas entre os grupos na evolução da PIO nas 
quatro semanas de duração dos experimentos. O comportamento da PIO observado neste 
estudo não é surpreendente, já que a PIO não é um indicador confiável do efeito do 
tratamento em olhos de coelhos79.  Outro fato a ser considerado é que a resposta cicatricial 
no sítio cirúrgico em coelhos é usualmente muito mais intensa que em humanos227,228. 
Assim, neste modelo animal, é comum observar pequena sobrevida das trabeculectomias, 
com o início de seu fechamento já na primeira semana229, limitando a possibilidade de 
avaliação da bolha filtrante por um período maior de tempo230. Por esta razão, em alguns 
estudos se opta pelo uso de bypass artificiais como fragmentos de agulha, descrita por 
Cordeiro e colaboradores231. Nós optamos, no presente trabalho, por utilizar a técnica de 
trabeculectomia sem o uso de nenhum dispositivo artificial adicional, objetivando 
analisar os efeitos naturais do processo cicatricial ocorridos neste modelo animal. 
Segundo Memarzadeh, a análise histológica pode proporcionar uma avaliação 
mais precisa do processo cicatricial neste modelo animal232, que os parâmetros clínicos 
usualmente utilizados na avaliação da sobrevida da CFG em humanos. Assim, nós 
enfatizamos a análise histológica, e adicionalmente, a análise da curva de sobrevida da 
cirurgia, como os parâmetros primários de resultado a serem considerados neste estudo.  
Em relação ao comportamento das bolhas filtrantes, as cirurgias em todos os 
grupos foram bem-sucedidas em atingir o propósito de formação, no pós-operatório 
imediato, de bolhas amplas, acompanhadas de uma câmara anterior rasa, demonstrando 
uma filtração evidente.  No decorrer das semanas, houve um decréscimo da área da bolha 
com o respectivo aumento de profundidade da câmara anterior, em todos os grupos, 
evidenciando uma diminuição paulatina da filtração a que se propõe esta cirurgia. Porém, 
houve diferenças significativas entre os grupos tratados e o grupo controle, que 
apresentou involução da bolha filtrante em tempo menor. Este fato confirmou a eficácia 
do tratamento com os agentes antifibróticos adjuvantes utilizados, seja mitomicina ou 
LDE-PTX/SC e LDE-PTX/EV. 
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A análise histológica em CFG bem-sucedidas, com bolhas funcionantes, 
revela o epitélio conjuntival preservado, mas, ocasionalmente, mais fino e atenuado231. A 
membrana basal subjacente é espessa na parte central da bolha, o que pode representar a 
resposta ao estresse mecânico nessa região234. O tecido conjuntivo subepitelial é 
frouxamente arranjado235,236, apresentando uma aparência mixóide. As fibras de colágeno 
são tipicamente curtas e sem padrão de orientação definido237. Espaços císticos ou em 
forma de fenda são observados dentro do estroma por conter aquoso235,238.  Espaços 
císticos similares são observados dentro do epitélio, por meio de microscopia confocal e 
às vezes também observados por meio de microscopia óptica234, representando os 
microcistos observados clinicamente. Fibroblastos dispersos e pequeno número de células 
inflamatórias, predominantemente linfócitos-T e monócitos/granulócitos podem ser 
vistos dentro da substância própria234,235,239. Vasos sanguíneos, se presentes, são achados 
esporadicamente na substância própria e na área cística das bolhas240.  
Em todos os estudos já publicados sobre o uso de paclitaxel em olhos de 
animais101,107,110,114, a avaliação histológica do espaço subconjuntival demonstrou a 
presença de um tecido neoformado frouxo com pouca fibrose, baixo número de células 
mononucleadas e de vasos sanguíneos107,110,114. Achados similares foram por nós 
encontrados nos grupos LDE-PTX, demonstrando atividade antifibrótica do paclitaxel 
similar à reportada pela literatura. Em nossos resultados, todos os parâmetros indicativos 
de formação cicatricial no sítio cirúrgico foram menores nos grupos tratados (MIT e LDE-
PTX) que no grupo CTL. Na comparação entre os grupos, os LDE-PTX demonstraram 
resultados histológicos similares ao grupo MIT, como diminuição do número de 
fibroblastos, diminuição de fibrose, menor densidade do colágeno, menor densidade de 
vasos, menor número de células mononucleares, e maior edema intersticial no sítio 
cirúrgico, indicando eficácia antiproliferativa, provavelmente por inibição da quimiotaxia 
para estas classes de células, assim como inibição da angiogênese30 e consequente 
modulação cicatricial, nos três grupos tratados (Tabela 15). Na avaliação da organização 
do colágeno, todos os grupos tratados demonstraram uma menor organização do tecido 
neoformado em relação ao grupo CTL; no comparativo entre os grupos tratados, o grupo 
LDE-PTX/SC demonstrou achados similares ao grupo MIT, mas esta característica não 
foi observada de modo similar no grupo LDE-PTX/EV, único quesito em que este grupo 
não demonstrou eficácia na modulação cicatricial equivalente à da mitomicina (Tabela 
15).  
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A toxicidade da mitomicina-C à conjuntiva e ao corpo ciliar é fato descrito 
amplamente na literatura241-244. Na prática clínica atual, a concentração média e a duração 
das aplicações da MMC variam de 0,2 a 0,5 mg/dl e de 1 a 5 minutos, respectivamente245, 
mas devido à alta toxicidade da mitomicina244 estudos recentes indicaram que, por razões 
de segurança, a dose e a duração de aplicação de MMC deveriam ser menores que as 
comumente utilizadas247,248, confirmando a necessidade de um agente mais seguro que 
não cause toxicidade a níveis terapêuticos. 
Sobre os efeitos tóxicos da MMC na conjuntiva, Mietz e colaboradores 
demonstraram a indução de fibrose conjuntival após a aplicação subconjuntival de MMC 
em olhos de coelho249. Francis e colaboradores demonstraram um aumento de espessura 
epitelial e um aumento da contagem de células caliciformes em bolhas sem o uso de 
drogas antifibróticas associadas240, enquanto nas TRECs com MMC, várias bolhas 
tiveram que ser revisadas devido a vazamentos tardios240. Além disso, nas bolhas com 
vazamento, o uso de antifibróticos foi associado à diminuição significativa das densidades 
de células caliciformes e de vasos sanguíneos e alterações na espessura das camadas do 
epitélio conjuntival240. A depleção de células caliciformes pode, em parte, contribuir para 
a exacerbação dos quadros de olho seco em pacientes após a TREC, e também para a 
fragilidade epitelial em casos de vazamentos pós-operatórios251. Esses achados sugerem 
que haja um número mínimo crítico de células caliciformes possa ser essencial para 
manter a integridade estrutural das bolhas filtrantes. Diferentemente do conceito anterior 
de que as células caliciformes serviam apenas para a produção de mucina e a estabilização 
do filme lacrimal, hoje também se atribui à essas células a função de, juntamente às 
células epiteliais, participar da manutenção estrutural da conjuntiva e sua resultante 
resistência240. 
As células caliciformes parecem ser um dos tipos celulares mais sensíveis às 
toxinas presentes na região conjuntival252. O presente estudo demonstrou que a estrutura 
conjuntival e o número de células caliciformes foram preservados nos grupos CTL, LDE-
PTX/SC e LDE-PTX/EV, e conjuntiva apresentou aspecto atrófico com o número de 
células caliciformes bastante reduzido no grupo MIT.  
Relativamente à toxicidade ao corpo ciliar, Heaps e colaboradores 
demonstraram que injeções subconjuntivais de mitomicina-C em olhos de coelho 
produziram alterações tóxicas ultraestruturais no corpo ciliar, como afinamento do 
epitélio, vacuolização intra e intercelulares e congestão242. Todas essas alterações 
91 
 
 
avaliadas por microscopia eletrônica não foram encontradas com doses menores de 
MMC, o que enfatiza sua toxicidade de caráter dose-dependente. Diestelhorst e 
Krieglstein241, demonstraram em um estudo, por meio de fluorofotometria, que os efeitos 
tóxicos da MMC no corpo ciliar, com uma consequente diminuição da produção do 
humor aquoso em olhos submetidos à TREC com MMC, poderia ser um fator a contribuir 
para a hipotonia pós-operatória. Schraermeyer e colaboradores comprovaram a toxicidade 
da MMC ao corpo ciliar, evidenciada na microscopia óptica pela diminuição da altura do 
epitélio ciliar e também na microscopia eletrônica com várias alterações ultraestruturais 
como perda dos microvilos apicais, desintegração dos grânulos de melanina, lises de áreas 
celulares inteiras e vacúolos intracelulares243.  
Em nosso estudo, todos os parâmetros relativos às avaliações da toxicidade à 
conjuntiva e ao corpo ciliar demonstraram a desvantagem do grupo MIT, o que realça os 
efeitos tóxicos da mitomicina-C reportados na literatura241-245. Especialmente ficaram 
evidentes, no grupo MIT, as alterações atróficas no epitélio conjuntival e na estrutura do 
corpo ciliar, similares às descritas previamente por outros autores 240,249.  
O estroma normal do corpo ciliar é composto por vasos sanguíneos, 
fibroblastos, melanócitos e células nervosas. A presença de vasos sanguíneos é normal no 
estroma do corpo ciliar, mas não a presença de congestão ou hemorragia.  Também são 
considerados anormais a presença de fibrina, edema estromal, e de outras células 
inflamatórias, exceto se forem fibrócitos esparsos normalmente existentes nesta estrutura 
anatômica. A congestão, o edema do corpo ciliar e o decréscimo da altura do epitélio 
ciliar, presentes no grupo MIT, foram muito mais pronunciados que nos grupos CTL e 
LDE-PTX (SC e EV). 
Como o nosso estudo incluiu a análise da eficácia e segurança do uso de LDE-
PTX por via sistêmica, acreditamos ter sido importante avaliar parâmetros gerais que 
pudessem ser influenciados pelo uso da medicação, como o peso e o perfil hematológico. 
Em nosso estudo, a manutenção do peso médio e a regularidade da ingesta 
alimentar durante o tratamento, além de um bom estado geral dos animais, foram 
indicadores de que a toxicidade sistêmica ao paclitaxel foi evitada pela associação à LDE 
(SC e EV). 
Sobre o perfil hematológico, em nosso estudo, a contagem da série vermelha 
permaneceu estável durante o tratamento com LDE-PTX (SC e EV). A série branca 
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apresentou variações naturais para essa espécie animal, segundo a literatura253-256, mas 
dentro dos limites normais de referência257. O coelho é particularmente sensível a 
quaisquer manipulações, ruídos, mudanças para ambientes não-familiares ou a 
proximidade de predadores. O estresse causado por essas situações cotidianas pode 
provocar uma variação na contagem relativa dos leucócitos253. As interações hormonais 
da adrenalina e cortisol endógenos afetam a distribuição dos linfócitos no corpo253. 
Laboratorialmente, esse fato foi confirmado por um estudo onde foi injetada adrenalina 
que promoveu a redistribuição de linfócitos do baço e medula óssea para o sangue 
periférico, pulmões e fígado254. O estresse causado pela coleta sanguínea e a manipulação 
diária por 28 dias podem provocar a redistribuição leucocitária e explicar nossos achados, 
sem que isto signifique qualquer alteração patológica irreversível, ou toxicidade, já que o 
grupo controle apresentou o mesmo comportamento no leucograma. A redistribuição 
leucocitária pode causar neutropenia e linfocitopenia relativas, sem, porém, retirar, do 
intervalo de referência, a contagem total dos leucócitos 255,256.  Os resultados dos 
hemogramas dos animais de nosso estudo demonstraram exatamente esse perfil. Apesar 
da queda do número absoluto de leucócitos nos grupos CTL e MIT e queda do número 
de linfócitos em todos os grupos, as contagens relativas mantiveram-se em faixa de 
normalidade, segundo os valores de referência para essa espécie animal257. 
No presente estudo, a utilização da LDE-PTX reduziu a resposta cicatricial 
no sítio cirúrgico das trabeculectomias em olhos de coelho. Estes resultados sugerem a 
eficácia da LDE-PTX, tanto pela via subconjuntival como sistêmica, com a vantagem 
indiscutível de serem muito menos tóxicas à conjuntiva e ao corpo ciliar.   
Daniels e colaboradores já demonstraram, experimentalmente, que a ação dos 
agentes antifibróticos nos fibroblastos não é contínua258. Neste estudo, fibroblastos foram 
expostos a doses subletais de MMC ou 5-FU, mas foi possível induzir à ativação e ao 
crescimento de fibroblastos não tratados no entorno da área tratada. Este fato é 
concordante com os relatos de que a sobrevida das TRECs é decrescente, enfatizando que 
a inibição fibroblástica peroperatória não é suficiente para promover uma remissão de 
atividade proliferativa de longo prazo, porque o processo cicatricial é contínuo30. Devido 
a esse comportamento cicatricial, há uma necessidade de se descobrir novos agentes 
antifibróticos que possam ser administrados intermitentemente, para a manutenção da 
patência da TREC.   
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A LDE-PTX aplicada por via subconjuntival e, talvez ainda a sistêmica, pode 
ser uma alternativa a estas doses adicionais de antifibróticos a serem aplicadas no decorrer 
do tempo, para o prolongamento do funcionamento das TRECs. A MMC, por sua vez, 
tem sido aplicada durante a cirurgia, com lavagem profusa posterior à sua utilização, não 
sendo recomendado deixar nenhum resíduo da droga, sob o risco de provocar efeitos 
adversos locais graves. Além disso, a necessidade de se reconstituir a MMC que é 
comercializada na forma de pó, previamente à sua utilização, pode permitir erros de 
dosagem, aumentando o risco de complicações decorrentes de concentrações 
excessivas259. 
Outra possibilidade de modulação cicatricial pós-TREC é a utilização de 
agentes inibidores de ativação fibroblástica, como, por exemplo, por meio de terapia 
genética, para inibição dos elementos promotores de síntese de ácidos nucleicos pelos 
fibroblastos260.  
O número de animais utilizados em nosso estudo está de acordo com a média 
utilizada na literatura261 e ganhou relevância pela homogeneidade dos resultados 
encontrados em cada grupo, sendo o coelho um modelo animal bem estabelecido para a 
avaliação de novas técnicas e medicamentos utilizados em CFG231,262,263. 
Como todo estudo, o nosso também apresenta limitações, a seguir: a) apesar 
de termos utilizado um número de parâmetros maior que o habitual na literatura para 
análise histológica, a avaliação imunohistoquímica seria útil para ratificar nossos 
achados, possibilitando identificar o número de miofibroblastos no sítio cirúrgico. A 
identificação dos miofibroblastos é útil para avaliar os fibroblastos que mudaram seu 
fenótipo para este tipo celular com propriedades contráteis, responsáveis pela contração 
dos bordos da bolha e a remodelação de suas paredes; b)  apesar de existirem estudos 
demonstrando a biodistribuição da LDE no organismo animal e no 
humano170,171,174,177,180,183, ainda não há estudos que investigassem a presença de LDE nos 
tecidos oculares, após a aplicação por vias local ou sistêmica; c) os estudos de toxicidade 
foram somente realizados a nível histológico. Existem inúmeros estudos comprovando a 
segurança e o baixíssimo índice de efeitos adversos com o uso da LDE via 
sistêmica170,171,177,183,184,186,191, mas são necessários estudos mais detalhados sobre 
toxicidade ocular e sistêmica no uso deste nanosistema para fins terapêuticos oculares. 
Apesar de nossos dados clínicos gerais dos animais e dos hemogramas, terem 
demonstrado a segurança da aplicação da LDE via local ou sistêmica, estudos mais 
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amplos com indicadores laboratoriais de toxicidade sistêmica, como função hepática e 
renal, e de toxicidade local como estudos ultraestruturais da conjuntiva e do corpo ciliar 
são desejáveis; d) Em nosso estudo utilizamos apenas uma dosagem e concentração de 
paclitaxel associado à LDE (5:1 lípides:fármaco), na aplicação subconjuntival e nas 
sistêmicas.  Permanece, portanto, a necessidade de estudos subsequentes, com outras 
dosagens e concentrações de LDE-PTX, para se encontrar a menor dose, menor 
concentração e menor frequência de aplicações eficazes e seguras. Somente estudos 
futuros de biodistribuição, curvas dose-resposta e de dose-efetiva de ação da LDE-PTX 
poderão esclarecer a dose ideal do agente antiproliferativo, a frequência de uso ideal, 
assim como determinar os possíveis efeitos adversos não observados no presente estudo. 
Em suma, investigações complementares serão necessárias para se 
estabelecer a dose e frequência ideais da LDE-PTX, assim como avaliar a segurança e 
eficácia a longo-prazo no controle do processo cicatricial, já que as cirurgias filtrantes 
para o glaucoma precisam ter uma duração mais longa que os tempos de sobrevida 
atualmente relatados9,12,14,17.  
Os resultados deste estudo preliminar com a LDE-PTX sugerem-lhe um papel 
relevante como um agente antifibrótico adicional, para a modulação da resposta cicatricial 
após a TREC. Comparada à droga padrão-ouro, a LDE-PTX mostrou-se uma alternativa 
potencialmente eficaz e menos tóxica.  
Estudos adicionais em animais serão necessários para melhor caracterizar e 
expandir os presentes resultados e, futuramente, ensaios clínicos em humanos serão 
requisitados para a compreensão mais ampla da real utilidade e segurança da LDE-PTX, 
cirúrgica e clínica, nesta possibilidade de abordagem da modulação cicatricial nas 
cirurgias filtrantes de glaucoma. 
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6.  CONCLUSÃO 
 
 
Este estudo permitiu concluir que: 
 
 A LDE-PTX, aplicada subconjuntivalmente ao término das 
trabeculectomias foi eficaz em diminuir a fibrose e as células inflamatórias 
no sítio cirúrgico, de modo similar à MMC. A LDE-PTX aplicada 
sistemicamente, em quatro aplicações semanais a contar da data da 
trabeculectomia, foi eficaz em diminuir a fibrose e as células inflamatórias 
no sítio cirúrgico, de modo similar à MMC. 
 
 A LDE-PTX, aplicada localmente ou sistemicamente, demonstrou baixa 
toxicidade conjuntival, significativamente menor que a induzida pela 
MMC. A LDE-PTX, aplicada localmente ou sistemicamente demonstrou 
baixa toxicidade ao corpo ciliar, significativamente menor que a induzida 
pela MMC. 
 
 A LDE-PTX, aplicada localmente ou sistemicamente não provocou a 
diminuição da contagem de células caliciformes na conjuntiva, ao 
contrário da MMC. 
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